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C h a p t e r  1  
L i t e r a t u r e  s u r v q  
1 .  
B i o m i m e t i c s ,  s y n t h e t i c  r e c e p t o r s  a n d  M I P S  
W i t h i n  t h e  f i e l d  o f  s y n t h e t i c  r e c e p t o r s ,  b i o m i m e t i c  ( o r  b i o l o g i c a l l y  i n s p i r e d )  
p r o p e r t i e s  a r e  e n g i n e e r e d  b y  m i m i c k i n g  m o t i f s  f o u n d  i n  n a t u r e .  T h e  a b i l i t y  o f  m a n y  
b i o m o l e c u l a r  r e c e p t o r s  t o  s e l e c t i v e l y  r e c o g n i s e  a n d  b i n d  s p e c i f i c  s u b s t r a t e s  i s  a  k e y  
p r o c e s s  e s s e n t i a l  t o  e v e r y  b i o l o g i c a l  s y s t e m .  F o r  b i o l o g i c a l  s y s t e m s ,  s p e c i f i c  
r e c o g n i t i o n  b y  m o l e c u l a r  r e c e p t o r s  u s u a l l y  o c c u r s  v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  n o n - c o v a l e n t  
b o n d s .  S u b s e q u e n t l y ,  s e l e c t i v e  r e c o g n i t i o n  o f  a  g u e s t  m o l e c u l e  i s  t h e  h i g h e s t  d e s i r a b l e  
p r o p e r t y  o f  r e c e p t o r  m i m i c s  a n d  a r t i f i c i a l  a n t i b o d i e s .  T h e  s y n t h e s i s  o f  a r t i f i c i a l  
r e c o g n i t i o n  s y s t e m s  d o e s  h a v e  a d v a n t a g e s  o v e r  a n t i b o d i e s .  W h i l e  a n t i b o d i e s  a r e  u s e d  
i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  t h e y  a r e  c o s t l y  a n d  h a v e  a  c o m p a r a t i v e l y  
s h o r t  s h e l f  l i f e .  T h e  h i g h e s t  a i m  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  i s  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
b i o m i m e t i c  r e c o g n i t i o n  e l e m e n t s  c o n t a i n i n g  s y n t h e t i c  r e c e p t o r  s i t e s  c a p a b l e  o f  
s e l e c t i v e  t e m p l a t e  b i n d i n g  w i t h  s i m i l a r  a f f i n i t y  t o  e n z y m e - s u b s t r a t e  o r  a n t i b o d y  
a n t i g e n  i n t e r a c t i o n s .  
1 . 2  
T h e  s c o p e  o f  t h i s  w o r k  
M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  n o n - c o v a l e n t  t e m p l a t i n g  t e c h n i q u e s  r e l y  o n  t h e  n a t u r e  a n d  
s t a b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  
b u i l d i n g  b l o c k s  p r i o r  t o  r a d i c a l  p o l y m e r i s a t i o n .  E s s e n t i a l l y  t h i s  c o n t r o l s  t h e  a m o u n t  o f  
h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s  a n d  b i n d i n g  s i t e  d i s t r i b u t i o n  o b t a i n e d  w i t h i n  t h e  r e s u l t a n t  
i m p r i n t e d  p o l y m e r .  H e n c e ,  a  m o l e c u l a r  l e v e l  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  t y p e s  o f  
i n t e r a c t i o n s  r e s p o n s i b l e  f o r  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  c o m p l e x  s t a b i l i t y  d u r i n g  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  P P C  a r e  c r i t i c a l  f o r  r a t i o n a l  u n d e r s t a n d i n g  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  
d e s i g n e d  b i o m i m e t i c  r e c o g n i t i o n  m a t e r i a l s .  F u r t h e r m o r e ,  k n o w l e d g e  o f  t h e  s t r e n g t h  o f  
i n t e r a c t i o n  a n d  c o m p l e x  s t o i c h i o m e t r y  c a n  b e  u s e d  f o r  f i u t h e r  d e v e l o p m e n t  o f  
c o m p o n e n t s  i n v o l v e d  i n  i m p r i n t i n g  a s  w e l l  a s  s e l e c t i o n  o f  t h e  o p t i m u m  m o n o m e r s  f o r  
a  g i v e n  t e m p l a t e  m o l e c u l e .  T h e  a i m  o f  t h i s  t h e s i s  i s  t o  e v a l u a t e  t h e  e v e n t s  r e q u i r e d  f o r  
s u c c e s s f u l  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  I t  i s  t h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  w o r k  t o  a s s e s s  t h e  
a p p l i c a b i l i t y  a n d  f e a s i b i l i t y  o f  u s i n g  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  ' H  N M R  s p e c t r o s c o p y  
t o  c h a r a c t e r i s e  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n  i n t e r - m o l e c u l a r  p r o c e s s e s  a t  a  
m o l e c u l a r  l e v e l  f o r  t h e  p r e - s c r e e n i n g  o f  c o m p o n e n t s  i n v o l v e d  i n  t h e  m o l e c u l a r  
i m p r i n t i n g  o f  a  p a r t i c u l a r  t e m p l a t e  a n a l y t e .  F u r t h e r m o r e ,  r e s u l t a n t  p o l y m e r s  a r e  
c h a r a c t e r i s e d  p h y s i c a l l y  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  t h e  c h o s e n  c o n d i t i o n s  o n  t h e  
m o r p h o l o g y  a n d  c a p a c i t y  o f  t h e  M I P S .  
1 . 3  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
T h e r e  i s  a l w a y s  a  n e e d  f o r  m o r e  s e n s i t i v e  a n d  s e l e c t i v e  a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e s .  T h i s  i s  
e s p e c i a l l y  t r u e  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  i n d u s t r i e s  a n d  i n  b i o m e d i c a l  
a n a l y s i s ,  w i t h  a n  i n c r e a s i n g  n u m b e r  o f  a n a l y t e s  f a s t  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  i s  r e q u i r e d  
a l o n g  w i t h  m e t h o d s  a m e n a b l e  t o  o n l i n e  u t i l i s a t i o n .  P r e s e n t l y ,  t h e  m a j o r i t y  o f  
a n a l y t i c a l  m e t h o d s  f o r  t r a c e  c o m p l e x  m a t r i c e s  a r e  b a s e d  o n  e f f i c i e n t  
s a m p l e  
e n r i c h m e n t  a n d  s e l e c t i v e  a s s a y s .  O n e  o f  t h e  m o s t  p r o m i s i n g  a n d  p o t e n t i a l  a r e a s  o f  
a n a l y t i c a l  e n d e a v o u r  i s  t h a t  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  M o l e c u l a r l y  I m p r i n t e d  P o l y m e r s  
( M I P ' s )  h a v e  g a i n e d  i n t e r e s t  b o t h  a s  a  n o v e l  t y p e  o f  s o r b e n t  w i t h  a t t r a c t i v e  p r o p e r t i e s  
a n d  a s  c h e m i c a l  a g e n t s  o f  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  a f f i n i t y ,  w h i c h  a r e  o f  c o n s i d e r a b l e  u s e  
i n  a s s a y  d e v e l o p m e n t  [ I ] .  
A s  a p p l i e d  i n  t h e  p r e s e n t  w o r k ,  t h e  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  i s  b a s e d  o n  n o n - c o v a l e n t  
s e l f - a s s e m b l y  o f  t h e  t e m p l a t e  w i t h  t h e  h n c t i o n a l  m o n o m e r ( s )  p r i o r  t o  p o l y m e r i s a t i o n .  
I m p r i n t i n g  o f  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  t y p i c a l l y  o c c u r s  b y  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  o f  k n c t i o n a l  
a n d  c r o s s - l i n k i n g  m o n o m e r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  t e r n p l a t i n g  l i g a n d  [ Z ] .  T h e  t e m p l a t e -  
m o n o m e r  s y s t e m  i s  c h o s e n  s u c h  t h a t  i n  s o l u t i o n ,  t h e  i m p r i n t  m o l e c u l e  c o m p l e x e s  o n e  
o r  s e v e r a l  h n c t i o n a l  m o n o m e r s  w h i c h  t h e n  b e c o m e  s p a t i a l l y  f i x e d  i n  a  s o l i d  p o l y m e r  
b y  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  r e a c t i o n .  T h e  r e s u l t a n t  i m p r i n t s  p o s s e s s  s t e r i c  a n d  c h e m i c a l  
( s p a t i a l  a r r a n g e m e n t  o f  c o m p l e m e n t a r y  f u n c t i o n a l i t y )  " m e m o r y "  f o r  t h e  t e m p l a t e .  
H e n c e ,  f o l l o w i n g  r e m o v a l  o f  t h e  i m p r i n t  m o l e c u l e s ,  t h e s e  i m p r i n t s  e n a b l e  t h e  p o l y m e r  
t o  s e l e c t i v e l y  r e b i n d  t h e  i m p r i n t  m o l e c u l e  f r o m  a  m i x t u r e .  F i g u r e  1 . 1  ( b e l o w )  s h o w s  a  
d e p i c t i o n  o f  t h e  b a s i c  p r i n c i p l e s  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  
F i g u r e  1 . 1 :  s h o w s  t h e  s c h e m a t i c  d e p i c t i o n  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t s .  
R e p r o d u c e d  f r o m  A n d e r s s o n . ,  [ 3 ]  
M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  t h e n  a r e  s y n t h e t i c  p o l y m e r s  p r e p a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  a  t e m p l a t e  a n d  t h e  l a t t e r  s e r v e s  a s  a  s t r u c t u r e d i r e c t i n g  a g e n t  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t e m p l a t e - c o m p l e m e n t a r y  b i n d i n g  s i t e s .  T h e  a b i l i t y  o f  M l P s  t o  r e b i n d  t h e  t e m p l a t e  
w i t h  h i g h  f i d e l i t y  d i s t i n g u i s h e s  t h e m  f r o m  t h e  b r o a d e r  c l a s s  o f  t e m p l a t e  s y n t h e s i s e d  
n a n o s t r u c t u r e d  m a t e r i a l s .  T h u s  t h e y  c a n  b e  p r o g r a m r n e d  t o  r e c o g n i s e  a  l a r g e  v a r i e t y  
o f  t a r g e t  s t r u c t u r e s  w i t h  a n t i b o d y - l i k e  a f f i n i t i e s  a n d  s e l e c t i v i t i e s  [ 4 ] .  M d y  b e c a u s e  
o f  t h e i r  r o b u s t n e s s  a n d  e a s e  o f  p r e p a r a t i o n ,  t h e  m a t e r i a l s  a r e  b e i n g  s t u d i e d  i n  w i d e l y  
d i f f e r i n g  c o n t e x t s  e n c o m p a s s i n g  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  [ 5 ] ,  s e n s o r s  1 6 1 ,  e n a n t i o m e r  
s e p a r a t i o n s  [ 7 ] ,  l i g a n d  b i n d i n g  a s s a y s  [ 8 ] ,  d r u g  d i s c o v e r y  [ 9 ] ,  d r u g  d e l i v e r y  [ l o ]  a n d  
c a t a l y s i s  [ l  1 1 .  
W h i l e  t h e  i m p r i n t i n g  s t r a t e g y  a p p e a r s  s i m p l e  a n d  s t r a i g h t f o r w a r d ,  a p p l i c a t i o n  o f  
i m p r i n t e d  p o l y m e r s  i n  a n a l y t i c a l  c h e m i s t r y  i s  s t i l l  l i m i t e d  a s  i n  r e a l i t y  i t  o f f e r s  
t e m p l a t e d  m a t e r i a l s  w i t h  l o w  y i e l d s  o f  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s .  T r i a l  a n d  e r r o r  
a p p r o a c h e s  f o r  s y n t h e s i s  o f  M I P s  f o r  n e w  t a r g e t  m o l e c u l e s  f o l l o w  a l r e a d y  e s t a b l i s h e d  
i m p r i n t i n g  p r o t o c o l s .  M o r e  i m p o r t a n t l y  h o w e v e r ,  a  l a c k  o f  r a t i o n a l  u n d e r s t a n d i n g  a n d  
t a i l o r i n g  o f  t h e  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  s t r a t e g y  h a s  r e s t r i c t e d  t h e  u n i v e r s a l  a c c e p t a n c e  
o f  M I P s  [ 1 2 ] .  A n  e v e r  i n c r e a s i n g  v o l u m e  o f  s u c c e s s h l  i m p r i n t s  r e p o r t e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e  c o n t r a s t s  t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s .  I n  p a r t i c u l a r ,  e a s e  o f  p r e p a r a t i o n  a l o n g  w i t h  
s u p e r i o r  c h e m i c a l  a n d  m e c h a n i c a l  p r o p e r t i e s  r e n d e r  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
a n  a p p e a l i n g  a l t e r n a t i v e  t o  n a t u r a l  r e c e p t o r s  f o r  a  v a r i e t y  o f  a p p l i c a t i o n s .  T h e s e  r a n g e  
f r o m  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  t o  e n v i r o n m e n t a l  c l e a n  u p  [ 1 3 ] ,  t o x i n  r e m o v a l  [ 1 4 ]  a n d  
s e l e c t i v e  f i l t r a t i o n  [ 1 5 ] .  T a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  a b o v e  c o n s i d e r a t i o n s ,  a n  i n  d e p t h  
u n d e r s t a n d i n g  o f  h o w  M l P s  w o r k  o r  w h y  t h e y  m i g h t  n o t  w o r k  i n  c e r t a i n  a p p l i c a t i o n s  
a p p e a r s  v i t a l  t o  t h e  f u t u r e  d e v e l o p m e n t  a n d  m o r e  w i d e s p r e a d  u s e  o f  m o l e c u l a r  
i m p r i n t i n g  t e c h n i q u e s .  
1 . 3 . 1  A p p r o a c h e s  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  
T w o  p r i n c i p a l l y  d i f f e r e n t  a p p r o a c h e s  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d .  
B r i e f l y ,  t h e s e  c o n s i s t  o f  t h e  n o n - c o v a l e n t ,  o r  s e l f - a s s e m b l y  a p p r o a c h ,  w h e r e  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  i s  t h e  r e s u l t  o f  n o n - c o v a l e n t  o r  m e t a l  i o n  c o o r d i n a t i o n  i n t e r a c t i o n s  [ 1 6 ] .  
S e c o n d l y ,  t h e r e  i s  t h e  c o v a l e n t ,  o r  p r e - o r g a n i s e d  a p p r o a c h ,  w h i c h  e m p l o y s  r e v e r s i b l e  
c o v a l e n t  b o n d s ,  u s u a l l y ,  i n v o l v i n g  a  p r i o r  c h e m i c a l  s y n t h e s i s  s t e p  t o  l i n k  t h e  
m o n o m e r s  t o  t h e  t e m p l a t e  [ 1 7 ] .  I t  i s  g e n e r a l l y  p e r c e i v e d  t h a t  n o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  
i s  m o r e  f l e x i b l e  i n  t h e  r a n g e  o f  c h e m i c a l  h n c t i o n a l i t i e s ,  w h i c h  c a n  b e  t a r g e t e d ,  a n d  
t h u s  t h e  r a n g e  o f  t e m p l a t e  t h a t  c a n  b e  u s e d .  C o v a l e n t  i m p r i n t i n g  h o w e v e r  y i e l d s  
b e t t e r - d e f i n e d  a n d  m o r e  h o m o g e n o u s  b i n d i n g  s i t e s  [ 1 7 ] .  T h e  f o r m e r  t h o u g h  i s  m u c h  
e a s i e r  p r a c t i c a l l y ,  s i n c e  c o m p l e x  f o r m a t i o n  o c c u r s  o n  m i x i n g  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r s  
i n  s o l u t i o n  p r i o r  t o  p o l y m e r i s a t i o n .  
1 . 3 . 2  B a c k g r o u n d  t o  t h e  t h e o r y  o f  M I P  b i n d i n g  
T h e  m o s t  c o m m o n  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  M l P ' s  h a v e  b e e n  r e v i e w e d  i n  d e t a i l  
[ 1 8 - 2 0 1  ( a n d  r e f e r e n c e s  c o n t a i n e d  t h e r e i n ) .  S i n g l e  o r  m u l t i p l e  i n t e r a c t i o n s  o f  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  w i t h  t e m p l a t e  f b n c t i o n a l i t i e s  c a n  d e s c r i b e  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  a n a l y t e s / t e m p l a t e  m o l e c u l e s  a n d  t h e  m o n o m e r s .  T h e  t y p e s  o f  i n t e r a c t i o n  c a n  
i n c l u d e  h y d r o g e n  b o n d s ,  i o n  p a i r i n g ,  n - n  i n t e r a c t i o n s  o r  c a n  b e  b a s e d  o n  h y d r o p h o b i c  
i n t e r a c t i o n .  T h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  m o n o m e r ( s )  i s  b a s e d  o n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e s e  
p a r t i c u l a r  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  p o l y m e r s  w i l l  a l w a y s  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
a n a l y t e  o r  t e m p l a t e  m o l e c u l e  a s  w e l l  a s  w i t h  c o m p o u n d s  t h a t  c o n t a i n  f b n c t i o n a l  
g r o u p s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  t e m p l a t e .  T h e  a n a l y t e  a f f i n i t y  i n c r e a s e s  w i t h  t h e  n u m b e r  
o f  i n t e r a c t i n g  g r o u p s  [ 2 1 ] .  H o w e v e r ,  e a c h  i n d i v i d u a l  i n t e r a c t i o n  m a y  b e  s t r o n g l y  
d e p e n d e n t  o n  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s o l v e n t  e . g .  p r o t i c  o r  a p r o t i c ,  p o l a r i t y ,  d i e l e c t r i c  
c o n s t a n t  o r  t h e  p r e s e n c e  o f  c o m p l e x  f o r m i n g  a g e n t s  [ 2 2 , 2 3 ] .  T h e s e  e f f e c t s  c a n  o c c u r  
t h r o u g h  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  p o l y m e r ,  t h e  a n a l y t e  o r  b o t h .  T h i s  i m p l i e s  t h a t  a f f i n i t i e s  
c a n  v a r y  f r o m  z e r o  t o  n a n o m o l a r  e q u i l i b r i u m  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .  T h e r e f o r e  t h e  
a p p l i c a t i o n  o f  M I P S  a p p e a r s  t o  h a v e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  r a n g e  o f  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s  
n o t e d  a b o v e .  
I t  i s  a s s u m e d  t h a t  a  c h a n g e  i n  s e l e c t i v i t y  o f  M I P s  i n  c o m p a r i s o n  t o  n o n - i m p r i n t e d  
p o l y m e r s  c a n  o n l y  o c c u r  w h e n  t h e  a n a l y t e  a n d l o r  t h e  m a t r i x  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
s a m p l e  h a v e  a n  i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  t w o  o r  m o r e  p o i n t s  o f  i n t e r a c t i o n  [ 2 4 ] .  T h e r e f o r e  
( i n d i v i d u a l  a n d )  d u a l  p o i n t  i n t e r a c t i o n s  t h a t  t a k e  p l a c e  b e t w e e n  t h e  a n a l y t e  a n d  t h e  
p o l y m e r  w i l l  a f f e c t  t h e  s e l e c t i v i t y .  I n  o t h e r  c a s e s  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  a n a l y t e s  a n d  
m a t r i x  c o m p o n e n t s  w i t h  n o n - i m p r i n t e d  p a r t s  o f  a  p o l y m e r  m a y  o v e r s h a d o w  t h e  
i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  a n a l y t e  w i t h  t h e  t r u e  i m p r i n t  s o  t h a t  t h e  s e l e c t i v i t y  i s  n o t  a s  g o o d  a s  
r e q u i r e d  f o r  t h e  a p p l i c a t i o n ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  i m p r i n t i n g  e f f i c a c y .  T h e  n u m b e r  o f  
b i n d i n g  s i t e s  p r e s e n t  i n  t h e  p o l y m e r  t h a t  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  s e l e c t i v e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  
a n a l y t e  w i t h  t h e  i m p r i n t  ( c a v i t y )  i s  t y p i c a l l y  l e s s  t h a n  1% b u t  c a n  r i s e  t o  3 5 %  o f  t h e  
t h e o r e t i c a l  m a x i m u m  n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s  [ 2 0 ] .  T h e r e f o r e  t h e  i m p a c t  o f  b o t h  t h e  
s e l e c t i v e  ( i m p r i n t e d  p a r t  o f  t h e  p o l y m e r )  a n d  t h e  n o n - s e l e c t i v e  ( n o n - i m p r i n t e d  p a r t  o f  
t h e  p o l y m e r )  i n t e r a c t i o n s  o n  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  i n  d i f f e r e n t  
a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s  i s  v i t a l  t o  t h e i r  d e s i g n  a n d  s u c c e s s .  
1 . 3 . 3  I m p r i n t i n g  M a t r i c e s  a n d  T a r g e t  M o l e c u l e s  
P r e s e n t l y ,  t h e  m a j o r i t y  o f  p a p e r s  o n  M I P s  d e s c r i b e  o r g a n i c  p o l y m e r s  s y n t h e s i s e d  f i - o m  
v i n y l  o r  a c r y l i c  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  b y  r a d i c a l  p o l y m e r i s a t i o n  a n d  u s i n g  n o n -  
c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  s t r a i g h t f o r w a r d  s y n t h e s i s  o f  t h e s e  
m a t e r i a l s  a n d  t o  t h e  v a s t  c h o i c e  o f  a v a i l a b l e  m o n o m e r s  with d i f f e r e n t  h n c t i o n a l  
g r o u p s .  T h e y  c a n  b e  b a s i c  e . g .  v i n y l p y r i d i n e  o r  a c i d i c  e . g .  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  
p e r m a n e n t l y  c h a r g e d  e . g .  3 - a c r y l a m i d o p r o p y l t r i m e t h y l a m m o n i u m  c h l o r i d e ,  h y d r o g e n  
b o n d i n g  e . g .  a c r y l a m i d e ,  h y d r o p h o b i c  e . g .  s t y r e n e  m e t a l  c o n t a i n i n g  e t c .  T h e s e  
h n c t i o n a l  m o n o m e r s  a r e  s o m e t i m e s  c o n s i d e r e d  a n a l o g u e s  t o  t h e  t w e n t y  a m i n o  a c i d s  
t h a t  c o n s t i t u t e  t h e  b u i l d i n g  b l o c k s  o f  p r o t e i n s .  T h e s e  s i m p l e  m o n o m e r s  h a v e  
a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  w i t h  t h e  t e m p l a t e  t h a t  a r e  t o o  l o w  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  s t a b l e  
c o m p l e x .  I n  t h e  f i n a l  p o l y m e r  t h o u g h ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  s e v e r a l  s i m u l t a n e o u s  
i n t e r a c t i o n s  a n d  a  f a v o u r a b l e  e n t r o p y  t e r m  n o r m a l l y  e n s u r e  t i g h t  b i n d i n g  o f  t h e  t a r g e t  
m o l e c u l e .  D u r i n g  n o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g ,  h n c t i o n a l  m o n o m e r s  a r e  g e n e r a l l y  u s e d  i n  
e x c e s s  t o  s h i f t  t h e  e q u i l i b r i u m  t o w a r d s  c o m p l e x  f o r m a t i o n  [ 2 5 ] .  T h i s  r e s u l t s  i n  s o m e  
h n c t i o n a l  g r o u p s  b e i n g  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  p o l y m e r  -  o n e  o f  t h e  
r e a s o n s  f o r  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g .  C o m p a r e d  t o  p r o t e i n s  s e l e c t e d  f o r  t h e  r e q u i r e d  
r e c o g n i t i o n  a n d  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  t h r o u g h  e v o l u t i o n ,  o r ,  i n  t h e  c a s e  o f  a n t i b o d i e s ,  
c l o n a l  s e l e c t i o n ,  t h i s  i s  a  c o n s i d e r a b l e  d r a w b a c k .  T h e r e f o r e  s o m e w h a t  m o r e  
s o p h i s t i c a t e d  m o n o m e r s  a r e  b e i n g  d e s i g n e d  t h a t  f o r m  m o r e  s t a b l e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  
t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e  o r  s u b s t r u c t u r e s  t h e r e o f  o r  t h a t  c a n  b e  u s e d  i n  s t o i c h i o m e t r i c  
r a t i o s  [ 2 5 , 2 6 ] .  S o m e t i m e s  i t  i s  s e e n  a s  a d v a n t a g e o u s  t o  p r e p a r e  m o n o m e r s  t h a t  
s p e c i f i c a l l y  t a r g e t  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  t h e  t e m p l a t e .  I n  p a r t i c u l a r  m u l t i p l e  h y d r o g e n  
b o n d i n g  r e g i m e s  c a n  e n h a n c e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a n d  l e a d  t o  m o r e  s e l e c t i v e  
r e c o g n i t i o n  s i t e s .  T a n a b e  e t  a l .  [ 2 7 ]  p r e p a r e d  2 , 6 - b i s - a c r y l a m i d o p y r i d i n e  a s  a  
c o m p l e m e n t  t o  t h e  c y c l i c  i m i d e  h n c t i o n a l i t y  o f  t h e  b a r b i t u r a t e s ,  t h e  c o n c a v e  H - b o n d  
d o n o r - a c c e p t o r - d o n o r  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  m o n o m e r  m a t c h i n g  t h e  c o n v e x  a c c e p t o r -  
d o n o r - a c c e p t o r  s t r u c t u r e  o f  t h e  t e m p l a t e .  T h e  r e l a t e d  2 - ( m e t h ) a c r y l a m i d o p y r i d i n e s  
h a v e  a l s o  b e e n  p r e p a r e d  a s  c o m p l e m e n t s  t o  c a r b o x y l i c  a c i d s  [ 2 8 ]  a n d  [ 2 9 ] .  S p i v a k  a n d  
S h e a  [ 2 8 ]  p r e p a r e d  a  m o n o m e r  b a s e d  o n  t h e  n u c l e o t i d e  b a s e  a d e n i n e  a s  a  c o m p l e m e n t  
t o  c a r b x y l i c  a c i d s .  
O t h e r  o r g a n i c  p o l y m e r s  a r e  s o m e t i m e s  u s e d  f o r  i m p r i n t i n g  t h a t  a r e  b e t t e r  s u i t e d  f o r  a  
s p e c i f i c  a p p l i c a t i o n  o r  e a s i e r  t o  s y n t h e s i s e  i n  t h e  d e s i r e d  f o r m ,  f o r  e x a m p l e ,  
p o l y @ h e n y l e n e )  d i a m i n e  [ 3 0 ]  a n d  o v e r o x i d i s e d  p o l y p y r r o l e  [ 3  1 1 .  I m p r i n t i n g  i s  a l s o  
p o s s i b l e  i n  i n o r g a n i c  m a t r i c e s  e . g .  s o l - g e l s  o f  s i l i c a  [ 3 2 ] .  T h e  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  
t e c h n i q u e  c a n  b e  a p p l i e d  t o  d i f f e r e n t  k i n d s  o f  t a r g e t  m o l e c u l e s  r a n g i n g  f i o m  s m a l l  
o r g a n i c  m o l e c u l e s  e . g .  p h a r m a c e u t i c a l s  [ 3 3 ] ,  p e s t i c i d e s  [ 3 4 ] ,  a m i n o  a c i d s  [ 3 5 ]  a n d  
p e p t i d e s  [ 3 6 ] ,  n u c l e o t i d e  b a s e s  [ 3 7 ] ,  s t e r o i d s  [ 3 8 ] ,  s u g a r s  [ 3 9 ]  t o  l a r g e r  p e p t i d e s  [ 4 0 ]  
a n d  s o m e  p r o t e i n s  [ 4 1 , 4 2 ] .  
H o w e v e r ,  t h e  i m p r i n t i n g  o f  l a r g e  m o l e c u l e s  s u c h  a s  
p o l y p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s  i s  s t i l l  a  c h a l l e n g e ,  n e c e s s i t a t i n g  s p e c i a l l y  a d a p t e d  
p r o t o c o l s .  T h e r e  h a v e  a l s o  b e e n  r e p o r t s  o n  i m p r i n t i n g  u s i n g  w h o l e  b a c t e r i a  o r  y e a s t  
c e l l s  [ 4 3 ]  a s  t e m p l a t e s .  
F i g u r e  1 . 2  s h o w s  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r s  u s e d  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g :  
A c r y l a m i d o - 2 m e t h y l -  1  - I  
A c r d e i n  p m p n n e ~ l l f a n i c  a c i d  G c q - l i i  a c i d  A c r y l o n i l r i l e  
N , N - D i e l h y b m i n o C  
c l h y l  m e t h a c r y l s t c  
N , N ' . l l l e t h g k n c  M s s c r y l a m i d c  U m c a n i c  a c i d  C T m a n I c  u r k l l  e t h y l  m Z r r  V i n y l  b e n z e n e  
F i g u r e  1 . 2  S t r u c t u r e  o f  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  u s e d  i n  m o d e l l i n g  a n d  i n  p o l y m e r  
p r e p a r a t i o n .  R e p r o d u c e d  f r o m  K a r i m  e t  a l . ,  [ 4 4 ]  
F a c t o r s  s u c h  a s  t h e  p o l a r i t y  a n d  h y d r o g e n - b o n d i n g  s t r e n g t h  o f  t h e  s o l v e n t  a n d  t h e  
p o l y m e r i s a t i o n  t e m p e r a t u r e  w i l l  a f f e c t  s o m e  i n t e r a c t i o n s  m o r e  s t r o n g l y  t h a n  o t h e r s .  I n  
g e n e r a l ,  H - b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  a r e  f a v o u r e d  b y  l o w  p o l a r i t y  s o l v e n t s  a n d  l o w e r  
t e m p e r a t u r e s  w h e r e a s  i o n  p a i r  a n d  o t h e r  s t r o n g  d i p o l a r  i n t e r a c t i o n s  a r e  f a v o u r e d  b y  
p o l a r  s o l v e n t s .  I n  p r a c t i c e  a  c o m p r o m i s e  b e t w e e n  s o l v e n t  p o l a r i t y  a n d  s o l u b i l i t y  o f  t h e  
t e m p l a t e  u s u a l l y  n e e d s  t o  b e  m a d e  a n d  t h e  s o l v e n t  a l s o  d e t e r m i n e s  t h e  s t r u c t u r e  a n d  
p o r o s i t y  o f  t h e  i m p r i n t e d  r e s i n  [ 4 5 ] .  T h i s  a l s o  p l a c e s  s o m e  c o n s t r a i n t s  o n  t h e  s y s t e m .  
W h i l e  t h e r e  a r e  m a n y  e x c e p t i o n s  t h i s  u s u a l l y  l i m i t s  t h e  c h o i c e  o f  s o l v e n t  t o  a  s m a l l  
l i s t  c o m p r i s i n g  c h l o r o f o r m ,  d i c h l o r o m e t h a n e ,  a c e t o n i t r i l e ,  t o l u e n e  a n d  p e r h a p s  
t e t r a h y d r o h r a n  f o r  p r e d o m i n a n t l y  h y d r o g e n - b o n d e d  c o m p l e x e s .  T h e  p o t e n t i a l  f o r  
m u l t i p l e  s i t e s  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  k n c t i o n a l  m o n o m e r s  a n d  t e m p l a t e  i n  t h e  p r e -  
p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  w i t h  m u l t i f b n c t i o n a l  t e m p l a t e s  ( s e e  F i g u r e  1 . 3  f o r  s o m e  
e x a m p l e s  p r o p o s e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e )  d e m o n s t r a t e s  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  s y s t e m .  
F i g .  1 . 3  ( a )  N o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  o f  a  d i p e p t i d e  d e r i v a t i v e  b y  m u l t i p l e  n o n - c o v a l e n t  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  s o m e  p r o p o s e d  n o n - c o v a l e n t  p r e  
p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  f o r  t h e  i m p r i n t i n g  o f  ( b )  m o r p h i n e  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  
s h o w i n g  H - b o n d i n g  a n d  i o n  p a i r  i n t e r a c t  ( c )  d a n s y l  p h e n y l a l a n i n e  c o m p l e x e d  w i t h  a  
m i x t u r e  o f  2 - v i n y l p y r i d i n e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  e v i d e n c e  f r o m  t h e  r e c o g n i t i o n  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  p o l y m e r  s u g g e s t  t h a t  t h e  2 - v i n y l p y r i d i n e  c o m p l e x e s  w i t h  t h e  t e m p l a t e  
d e s p i t e  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  a c i d i c  m o n o m e r  a n d  ( d )  t - B o c  t r y p t o p h a n  w i t h  a c r y l a m i d e ,  
t h i s  m o n o m e r  i s  e l e c t r o s t a t i c a l l y  n e u t r a l  a n d  p o s s e s s e s  H - b o n d  d o n o r  a n d  a c c e p t o r  s i t e s ,  
i t s  c o m p l e x a t i o n  p r o p e r t i e s  a r e  t h e r e f o r e  s i m i l a r  t o  m e t h a c r y l i c  a c i d  b u t  w i t h o u t  t h e  
p o s s i b i l i t y  o f  i o n  p a i r  f o r m a t i o n .  
R e p r o d u c e d  f r o m  M a y e s  a n d  W h t i c o m b e ,  [ 4 6 ]  a n d  r e f e r e n c e s  c o n t a i n e d  h e r e i n  
1 . 3 . 4  P h y s i c a l  f o r m s  o f  M I P S  
T r a d i t i o n a l l y ,  M l P s  h a v e  b e e n  p r e p a r e d  a s  b u l k  p o l y m e r  m o n o l i t h s ,  a  s o l i d  s t a t e  
m a c r o p o r o u s  m a t e r i a l  w i t h  l a r g e  t h r o u g h  p o r e s ,  f o l l o w e d  b y  m e c h a n i c a l  g r i n d i n g  t o  
o b t a i n  s m a l l  m i c r o m e t e r  s i z e d  p a r t i c l e s  [ 4 7 ] .  T h e  m a t e r i a l s  o b t a i n e d  t h r o u g h  t h i s  
m e t h o d  a r e  s t i l l  u s e f b l  f o r  c e r t a i n  a p p l i c a t i o n s ;  o t h e r s  r e q u i r e  M l P s  i n  d e f i n e d  
p h y s i c a l  f o r m s  f o r  w h i c h  s p e c i a l l y  a d a p t e d  s y n t h e t i c  m e t h o d s  a r e  r e q u i r e d .  F o r  
b i n d i n g  a s s a y s ,  s m a l l  s p h e r i c a l  p a r t i c l e s  o f  b e l o w  p m  s i z e  a r e  p a r t i c u l a r l y  w e l l  s u i t e d ,  
w h e r e a s  i n  s e n s o r s  t h e  M I P S  a r e  o R e n  u s e d  i n  t h e  f o r m  o f  t h i n  l a y e r s  o r  m e m b r a n e s .  
A n o t h e r  a s p e c t  i s  t h e  s y n t h e s i s  o f  b i n d i n g  s i t e s  c l o s e  t o  t h e  p o l y m e r  s u r f a c e  t o  a v o i d  
l o n g  r e s p o n s e  t i m e s  a n d  i m p r o v e  t h e  s t e r i c  a c c e s s i b i l i t y  o f  t h e  s i t e s .  A  m e t h o d  f o r  t h e  
s y n t h e s i s  o f  M l P  n a n o b e a d s  b y  p r e c i p i t a t i o n  p o l y m e r i s a t i o n  [ 4 8 ]  h a s  b e e n  d e v e l o p e d .  
T h i s  i s  p e r f o r m e d  w i t h  s i m i l a r  m o n o m e r  m i x t u r e s  a s  f o r  b u l k  p o l y m e r s ,  e x c e p t  t h a t  
t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  s o l v e n t  p r e s e n t  i n  t h e  m i x t u r e  i s  m u c h  h i g h e r .  W h e n  
p o l y m e r i s a t i o n  p r o g r e s s e s ,  i m p r i n t e d  n a n o s p h e r e s  o r  m i c r o s p h e r e s  p r e c i p i t a t e  i n s t e a d  
o f  p o l y m e r i s i n g  t o g e t h e r  t o  f o r m  a  p o l y m e r  m o n o l i t h .  T h e  m e t h o d  h a s  t h e  d r a w b a c k  
t h a t  b e c a u s e  o f  t h e  d i l u t i o n  f a c t o r ,  h i g h e r  a m o u n t s  o f  i m p r i n t  m o l e c u l e  a r e  n e e d e d .  
T h e  l a t t e r  m a y  b e  c o m p e n s a t e d  f o r  b y  t h e  t y p i c a l l y  h i g h e r  y i e l d s  o b t a i n e d .  I n  t h e s e  
m a t e r i a l s  a  s t a t i s t i c a l l y  h i g h e r  p e r c e n t a g e  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s  s h o u l d  b e  a c c e s s i b l e  a t  
t h e  b i n d i n g  s u r f a c e .  
A p p r o a c h e s  s o m e w h a t  s i m i l a r  t o  t h e  p r e c i p i t a t i o n  p o l y m e r i s a t i o n  m e n t i o n e d  a b o v e  
h a v e  a l s o  b e e n  e m p l o y e d  [ 4 9 , 5 0 ] .  H o w e v e r ,  i n s t e a d  o f  p r e c i p i t a t e d  p a r t i c l e s ,  s o l u b l e  
p o l y m e r  m i c r o g e l s  w e r e  p r o d u c e d .  T h e s e  h a d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  i n  t h e  r a n g e  o f  l o 6  g  
m o l - '  t h a t  i s  i n  t h e  s a m e  o r d e r  o f  m a g n i t u d e  a s  p r o t e i n s .  A l t h o u g h  m i c r o g e l s  w e r e  
r e a d i l y  o b t a i n e d  w i t h  o p t i m i s e d  p r o t o c o l s ,  s e l e c t i v i t y  p r o v e d  t o  b e  m o r e  d i f f i c u l t  t o  
a c h i e v e  w i t h  t h i s  t e c h n i q u e  e v e n  t h o u g h  a  c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  c o m p l e x  w a s  u s e d .  
M o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  i s  a l s o  p o s s i b l e  i n s i d e  d e n d r i m e r s  [ 5  1 , 5 2 1 .  T h e  m e t h o d  i n v o l v e d  
c o v a l e n t  a t t a c h m e n t  o f  d e n d r o n s  t o  a  p o r p h y r i n  ( t h e  t e m p l a t e )  c o r e ,  c r o s s - l i n k i n g  o f  
t h e  e n d  g r o u p s  o f  t h e  d e n d r o n s  a n d  r e m o v a l  o f  t h e  p o r p h y r i n  t e m p l a t e  b y  h y d r o l y s i s .  
T h i s  a p p r o a c h  e n s u r e s  n e a r l y  h o m o g e n o u s  b i n d i n g  s i t e s ,  q u a n t i t a t i v e  t e m p l a t e  
r e m o v a l ,  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  o n e  b i n d i n g  s i t e  p e r  m o l e c u l e  a n d  s o l u b i l i t y  i n  c o m m o n  
o r g a n i c  s o l v e n t s .  F i g u r e  1 . 4  d e m o n s t r a t e s  t h e  s t r u c t u r e :  
F i g u r e  1 . 4 :  A  d e n d r i m e r  w i t h  c r o s s - l i n k a b l e  d o u b l e  b o n d s  a t  t h e  o u t e r  s h e l l  a n d  t h e  
c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  p o r p h y r i n  t e m p l a t e  i n  t h e  c o r e .  R e p r o d u c e d  f r o m  Z i m m e r m a n n  e t  
a l [ 5 2 ] .  
A n  i n t e r e s t i n g  m e t h o d  o f  p r o d u c i n g  M I P  b e a d s  i s  b y  s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  [ 5 3 -  
5 5 1 .  S m a l l  i m p r i n t e d  b e a d s  a r e  c r e a t e d  b a s e d  o n  e m u l s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  i . e .  s m a l l  
b e a d s  a r e  c r e a t e d  f i o m  a n  o i l  i n  w a t e r  b i p h a s i c  s y s t e m  s t a b i l i s e d  b y  a  s u r f a c t a n t .  T h e  
p a r t i c u l a r i t y  o f  t h e i r  p r o t o c o l  i s  t h a t  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e  ( c h o l e s t e r o l )  i s  p a r t  o f  t h e  
s u r f a c t a n t  ( p y r i d i n i u m  1 2 - ( c h o l e s t e r o l o x y c a r b o n y l o x y ) d o d e c a n e  s u l f a t e .  T h i s  r e s u l t s  
i n  a l l  b i n d i n g  s i t e s  b e i n g  s i t u a t e d  a t  t h e  p a r t i c l e  s u r f a c e ,  w h i c h  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  
f l o c c u l a t i o n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  P E G - b i s - c h o l e s t e r o l .  
A  p r o c e d u r e  f o r  p r o d u c i n g  
s u r f a c e  b i n d i n g  s i t e s  i n  M I P S  h a s  a l s o  b e e n  p r o d u c e d .  T h e  i m p r i n t  m o l e c u l e  i s  
i m m o b i l i s e d  o n t o  a  s o l i d  s u p p o r t  s u c h  a s  p o r o u s  s i l i c a  b e a d s .  F o l l o w i n g  
p o l y m e r i s a t i o n  i n  t h e  p o r e s ,  t h e  s i l i c a  i s  r e m o v e d  b y  c h e m i c a l  d i s s o l u t i o n .  T h i s  l e a v e s  
b e h i n d  a  p o r o u s  p o l y m e r i c  s t r u c t u r e .  T h e  b i n d i n g  s i t e s  a r e  l o c a t e d  a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
p o l y m e r  a n d  a r e  u n i f o r m l y  o r i e n t a t e d .  
1 . 3 . 5  M o r p h o l o g i c a l  c o n s i d e r a t i o n s  
M o l e c u l a r  l e v e l  d e s i g n  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  c a n  b e  m a d e  b y  e s t a b l i s h i n g  " t a i l o r  
m a d e "  b i n d i n g  s i t e s .  S u c h  d e s i g n  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  c a n  m o s t l y  b e  d o n e  b y  
s e l e c t i o n  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s .  B a s i c a l l y  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  a r e  s e l e c t e d  
a c c o r d i n g  t o  t h e  f u n c t i o n a l i t y  o f  a  t e m p l a t e  m o l e c u l e .  T h e y  a r e  b o u n d  w i t h  t h e  
t e m p l a t e  d u r i n g  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  a n d  a  c o m p l e m e n t a r y  b i n d i n g  s i t e  c a n  b e  
f o r m e d  i n  t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r .  M I P S  c a n  a l s o  b e  d e s i g n e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  
e n v i r o n m e n t s  o f  t h e i r  u s e .  A  n o t a b l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  a n t i b o d i e s  a n d  M I P S  l i e s  i n  
t h e  f a c t  t h a t  M I P S  a r e  c l a s s i f i e d  a s  c r o s s - l i n k e d  o r g a n i c  p o l y m e r s  g e n e r a l l y  i n s o l u b l e  
i n  c o m m o n  s o l v e n t s  a n d  f o r  p r a c t i c a l  u s e ,  M l P s  n e e d  t o  b e  p r e p a r e d  i n  a  d e s i r a b l e  
f o r m  f o r  a p p l i c a t i o n s .  H e r e ,  a  m a c r o - m o r p h o l o g y  d e s i g n  a p p e a r s  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  
m a t t e r  i n  t e r m s  o f  t h e  e v e n t u a l  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  M I P .  I n  s i t u  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  
c a n  b e  d e f i n e d  a s  a  t e c h n i q u e  f o r  p r e p a r i n g  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  i n  a  p l a c e  w h e r e  t h e  
p o l y m e r s  a r e  s u b s e q u e n t l y  u t i l i s e d .  T h e y  t h e r e f o r e  r e q u i r e  n o  s u b s e q u e n t  t r e a t m e n t  o f  
t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r ,  e x c e p t  w a s h i n g  t o  e x t r a c t  t h e  t e m p l a t e  a n d  c a n  b e  d i r e c t l y  u s e d  
f o r  s u b s e q u e n t  a n a l y s e s .  T h e r e  a r e  t h r e e  m a j o r  a r e a s  o f  t h i s  a p p r o a c h :  
( i )  
P r e p a r a t i o n  i n  a  c o l u m n  t u b e  f o r  c h r o m a t o g r a p h i c  o r  S P E  u s e ;  
( i i )  
P r e p a r a t i o n  i n  a  c a p i l l a r y  f o r  c a p i l l a r y  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  
( i i i )  
P r e p a r a t i o n  i n  a  v i a l  f o r  b a t c h  u s e .  T h e s e  i n  s i t u  a p p r o a c h e s  u t i l i s e  p o l y m e r  
r o d s ,  d i s p e r s i o n  p o l y m e r s  a n d  p o l y m e r  c o a t s  r e s p e c t i v e l y .  
( i v )  
T h i n  f i l m s  o n  s e n s o r  s u r f a c e s  
I t  i s  a l s o  l i k e l y  t h a t  t h e  i n  s i t u  m e t h o d  w o u l d  b e  u s e f i ~ l  f o r  d e s i g n i n g  a  m o l e c u l a r  
i m p r i n t i n g  s y s t e m  ( o p t i m u m  m o r p h o l o g y )  a n d  h e l p f u l  f o r  m e c h a n i s t i c  s t u d i e s  o f  
m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  a n d  r e c o g n i t i o n .  T h u s  a d v a n c e s  i n  t h e  b a s i c s  a n d  a p p l i c a t i o n s  
o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  c a n  b e  e x p e c t e d  b y  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  t h i s  t e c h n i q u e .  R e c e n t l y ,  
n e w  s y n t h e t i c  c o n d i t i o n s  t o  o b t a i n  M I P  b e a d s  w i t h  c o n t r o l l a b l e  s i z e  i n  t h e  n a n o -  t o  
m i c r o - m e t e r  r a n g e ,  u s i n g  r a c e m i c  p r o p r a n o l o l  a s  a  m o d e l  t e m p l a t e  h a v e  b e e n  
e m p l o y e d  b y  H a g i n a k a  e t  a l . ,  [ 5 6 ] .  V a r i a t i o n  o f  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  c r o s s - l i n k i n g  
m o n o m e r  a l l o w e d  t h e  p a r t i c l e  s i z e  o f  t h e  M I P  b e a d s  t o  b e  a l t e r e d  i n  t h e  r a n g e  o f  
1 3 0  n m  t o  2 . 4  p ,  w h e r e a s  t h e  f a v o u r a b l e  b i n d i n g  p r o p e r t y  o f  t h e  i m p r i n t e d  b e a d s  
r e m a i n e d  i n t a c t .  T h e  c h i r a l  r e c o g n i t i o n  s i t e s  w e r e  f u r t h e r  c h a r a c t e r i z e d  w i t h  
e q u i l i b r i u m  b i n d i n g  a n a l y s i s .  C o m p a r e d  t o  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  i r r e g u l a r  p a r t i c l e s ,  t h e  
c h i r a l  s e l e c t i v i t y  o f  c o m p e t i t i v e  r a d i o l i g a n d  b i n d i n g  a s s a y s  d e v e l o p e d  w a s  i n c r e a s e d  
b y  s i x  t o  s e v e n  f o l d s  i n  a n  o p t i m i z e d  a q u e o u s  s o l v e n t .  F i g u r e  1 . 5  s h o w s  e x a m p l e s  o f  
t h e  b e a d s  o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  Y o s h i m a t s u  e t  a l .  [ 5 7 ] .  T h i s  s t u d y  s h o w s  t h e  
s y s t e m  s p e c i f i c  n a t u r e  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  h o w e v e r  a s  t h e r e  i s  n o  f u n c t i o n a l  r e a s o n  
a s  t o  w h y  s p e e r i c a l  o r  b e a d e d  p o l y m e r s  s h o u l d  o u t p e r f o r m  i r r e g u l a r l y  s h a p e d  p a r t i c l e s  
i n  t h i s  r e g a r d .  C o n t r a s t  [ 5 7 ]  w i t h  r e f e r e n c e s  [ 8 8 , 8 9 ]  o n  p a g e  2 5  o f  t h i s  t h e s i s  w h e r e  
t h e  i r r e g u l a r l y  s h a p e d  p a r t i c l e s  a r e  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r .  I n d e e d  t h i s  p o i n t s  t o  t h e  
m o r p h o l o g y  o f  t h e  p o l y m e r  i t s e l f  a n d  i t s  r e s u l t a n t  " t e m p l a t e  a c c e s s  c h a r a c t e r i s t i c s "  
b e i n g  c r i t i c a l  i n  M I P  p e r f o r m a n c e .  
F i g u r e l . 5  B e a d s  o b t a i n e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  Y o  
~ s h i m a t s u .  R e p r o d u c e d  f r o m  1 5 7  
1 . 4  N o n - c o v a l e n t  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  
1 . 4 . 1  C o v a l e n t  v e r s u s  n o n - c o v a l e n t  
T h e  c o v a l e n t  a p p r o a c h  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  p r o m i s e s  t h e  m o s t  h o m o g e n o u s  
b i n d i n g  s i t e  d i s t r i b u t i o n  w i t h  l a r g e l y  i d e n t i c a l  b i n d i n g  p o c k e t s .  T h e  b i n d i n g  c o n s t a n t s  
f o r  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e  a r e  h i g h ,  s i n c e  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  
k n c t i o n a l  m o n o m e r  i s  b a s e d  o n  c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  t h a t  c a n  w i t h s t a n d  
p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  [ 4 6 ] .  A  c h e m i c a l  s y n t h e s i s  s t e p  i s  n e c e s s a r y  t o  b i n d  t h e  
t e m p l a t e  t o  t h e  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  w i t h  b o n d  t y p e s  s u c h  a s  S c h i f f  b a s e s ,  b o r o n a t e s ,  
k e t a l s ,  c a r b o x y l i c  a m i d e s  a n d  e s t e r s .  H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  h i g h  a f f i n i t i e s  o f  t h e  
p o l y m e r i c  m a t e r i a l ,  t h e  r a n g e  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  t h a t  c a n  b e  t a r g e t e d  i s  r e s t r i c t e d  
a n d  r e m o v a l  o f  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  i s  n o t  s t r a i g h t f o r w a r d  ( c h e m i c a l  c l e a v a g e ) .  
T h i s  l i m i t s  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  c o v a l e n t l y  p r e p a r e d  M I P S .  F u r t h e r m o r e ,  s l o w  b i n d i n g  
k i n e t i c s  r e s t r i c t s  t h e  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  c o v a l e n t  M I P S ,  i f  r e b i n d i n g  i s  b a s e d  o n  
r e v e r s i b l e  c o v a l e n t  b o n d s .  A l t e r n a t i v e l y ,  i n  t h e  s e m i - c o v a l e n t  a p p r o a c h  r e b i n d i n g  
o c c u r s  v i a  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  t a k i n g  a d v a n t a g e  o f  f a s t e r  r e b i n d i n g  k i n e t i c s .  
I n  n o n - c o v a l e n t  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g ,  c o m p l e x e s  a s s e m b l e d  b y  n o n - c o v a l e n t  
i n t e r a c t i o n s  a r e  f o r m e d  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e .  C o m p l e x a t i o n  i s  a c h i e v e d  
b y  m i x i n g  t e m p l a t e ,  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  c r o s s - l i n k e r  i n  a  p o r o g e n i c  s o l v e n t  
m a t r i x .  A s  a  c o n s e q u e n c e ,  s u f f i c i e n t  c o m p l e x  s t a b i l i t y  i s  r e q u i r e d  t o  e n a b l e  b i n d i n g  
p o c k e t  f o r m a t i o n  d u r i n g  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s .  I n  c o n t r a s t  t o  c o v a l e n t  
i m p r i n t i n g ,  t h e  s e l f - a s s e m b l y  a p p r o a c h  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  m o r e  h e t e r o g e n e o u s  
b i n d i n g  s i t e  d i s t r i b u t i o n .  R e s u l t i n g  s a m p l e  o v e r l o a d  m a y  o c c u r  d u e  t o  r a p i d  s a t u r a t i o n  
o f  t h e  c o m p a r a t i v e l y  l o w  a m o u n t  o f  h i g h  & n i t y  b i n d i n g  s i t e s  c a u s i n g  d e c r e a s e d  
o v e r a l l  p o l y m e r  p e r f o r m a n c e  [ 5 8 ] .  D e s p i t e  t h i s  d r a w b a c k ,  s i m p l e  p r e p a r a t i o n  
p r o c e d u r e s ,  t h e  w i d e  r a n g e  o f  i m p r i n t a b l e  c o m p o u n d s  a n d  r e v e r s i b l e  h o s t  g u e s t  
b i n d i n g  b a s e d  o n  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  ( b i o m i m e t i c  b i n d i n g )  r e n d e r  t h e  n o n -  
c o v a l e n t  a p p r o a c h  t h e  m o s t  w i d e l y  e m p l o y e d  m e t h o d  f o r  M I P  p r e p a r a t i o n .  G i v e n  i t s  
v e r s a t i l i t y  a n d  c l o s e s t  r e s e m b l a n c e  t o  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  r e c o g n i t i o n  m e c h a n i s m s ,  t h e  
d i s c u s s i o n  f o r  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h i s  s t u d y  w i l l  f o c u s  o n  n o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g .  I t  
h a s  b e e n  s t a t e d  [ 5 9 ] ,  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  c o m p l e x a t i o n  g o v e r n s  t h e  r e c o g n i t i o n  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r .  I t  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  b y  A n d e r s s o n  e t  a l . ,  
[ 6 0 ] ,  t h a t  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  0 . 3 %  o f  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  a n d  0 . 6 %  o f  k n c t i o n a l  
m o n o m e r  s u c c e s s f u l l y  f o r m  c o m p l e x e s  i n  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e s .  T h e  s y s t e m s  
s t u d i e d  i n  t h i s  w o r k  w e r e  t h r e e  M I P - t e m p l a t e  s y s t e m s ,  n a m e l y ,  N - a c e t y l - L -  
p h e n y l a l a n i n y l - L - t r y p t o p h a n y l  m e t h y l  e s t e r ,  y o h i m b i n e  a n d  c i n c h o n i d i n e .  T h e s e  
t e m p l a t e s  w e r e  i m p r i n t e d  w i t h  M A A  a s  h n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  E G D M A  a s  c r o s s  
l i n k e r .  E v i d e n t l y  t h e  a b o v e  s t a t e m e n t s  s u m m a r i s e  c o n d i t i o n s  t h a t  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  
l e s s  f a v o u r a b l e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  s u c c e s s f i d  i m p r i n t  b y  n o n - c o v a l e n t  m e a n s .  
A g a i n  t h i s  d e m o n s t r a t e s  t h e  s y s t e m  s p e c i f i c  n a t u r e  o f  M I P  r e c o g n i t i o n  a n d  n o t  a l l  
s y s t e m s  a n  b e  g e n e r a l i s e d .  
1 . 4 . 2  P r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  n o n - c o v a l e n t  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  
W h e n  a  s u i t a b l e  g u e s t  m o l e c u l e  f i t s  t h e  i n t e r n a l  c a v i t y  o f  a  s p a t i a l l y  c o m p l e m e n t a r y  
h o s t  s t r u c t u r e  n u m e r o u s  e v e n t s  o c c u r  l e a d i n g  t o  o p t i m a l  b i n d i n g  c o n d i t i o n s .  B o n d  
s p a t i a l  f i x a t i o n ,  c o o r d i n a t i o n  ( s e l f - a s s e m b l y  i n v o l v i n g  c o o r d i n a t i o n  c h e m i s t r y )  a n d  
m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  a r e  t h e  m a i n  f a c t o r s  i n  t h i s  p r o c e s s .  I n  t h e  m o l e c u l a r  
r e c o g n i t i o n  e v e n t ,  s p a t i a l  ( s i z e l s h a p e )  a n d  c h e m i c a l  ( h n c t i o n a l  g r o u p s )  f a c t o r s  p l a y  a  
c r u c i a l  r o l e .  S i m i l a r  t o  h o s t - g u e s t  i n t e r a c t i o n s ,  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
p r o v i d e  r e c e p t o r  s i t e s  t h a t  s e l e c t i v e l y  r e c o g n i s e  a n d  r e b i n d  t h e  a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  
( t e m p l a t e ) .  T h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  M I P  w i l l  d e p e n d  o n  b o t h  t h e  q u a l i t y  a n d  q u a n t i t y  
o f  t h e  s p a t i a l  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  b i n d i n g  c a v i t i e s  a n d  t h e  b i n d i n g  s i t e s  [ 6 1 ] .  
T h e r e f o r e ,  a  h i g h e r  a m o u n t  o f  i n t e r a c t i o n  s i t e s  i n v o l v e d  i n  r e c o g n i t i o n  w i l l  e n h a n c e  
t h e  s e l e c t i v i t y  o f  a  r e c e p t o r  b e t w e e n  s i m i l a r  s u b s t r a t e s  [ 6 2 ] .  A d d i t i o n a l l y ,  a  3 -  
d i m e n s i o n a l  c a v i t y  w i t h  m u l t i p l e  i n t e r a c t i o n  s i t e s  w i l l  s h o w  e n b a n c e d  b i n d i n g  t o  i t s  
t e m p l a t e .  F i g u r e  1 . 6  s h o w s  t h e  p o s t u l a t e d  r e p r e s e n t a t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  i n  
h e t e r o g e n e o u s  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
N o n  s p e c i f i c  S p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  
i n t e r a c t i o n s  1 1  
L o w  a f f i n i t y  s i t e s  
H i g h  a f f i n i t y  s i t e  
F i g u r e  1 . 6  P o s t u l a t e d  r e p r e s e n t a t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  i n  h e t e r o g e n e o u s  i m p r i n t e d  
p o l y m e r s .  R e p r o d u c e d  f r o m  K a r i m  e t  a l . ,  [ 4 4 ]  
A  s e r i o u s  d r a w b a c k  w i t h  t h e  n o n - c o v a l e n t  s e l f - a s s e m b l y  a p p r o a c h  i s  t h e  f o r m a t i o n  o f  
a  h e t e r o g e n e o u s  d i s t r i b u t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e  a f f i n i t i e s .  A  v e r y  s m a l l  n u m b e r  o f  t h e s e  
w i l l  e x h i b i t  h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  a n a l y t e .  T h e r e f o r e ,  t w o  i s s u e s  n e e d  t o  b e  c o n s i d e r e d .  
F i r s t l y ,  i f  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t  i s  t o o  h i g h ,  t h e  g u e s t  m o l e c u l e  w i l l  b l o c k  t h e  b i n d i n g  
s i t e  a n d  w i l l  p r e v e n t  f u r t h e r  b i n d i n g  o f  o t h e r  m o l e c u l e s  t o  t h e  b i n d i n g  s i t e .  S e c o n d l y ,  
i f  t h e  b i n d i n g  c o n s t a n t  i s  t o o  l o w ,  t h e  M I P  w i l l  n o t  d e m o n s t r a t e  s e l e c t i v e  r e c o g n i t i o n .  
A  s i m p l e  a n a l y s i s  o f  t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s  l e a d s  t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  w i t h o u t  a  
k n o w l e d g e  o f  a n d  c o n t r o l  o v e r  t h e  i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s  i n v o l v e d  i n  t h e  s e l f - a s s e m b l y  
p r o c e s s ,  n o  r e l i a b l e  i n d i c a t i o n s  o n  s t r u c t u r e  a n d  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
c o m p l e x  a n d  h e n c e  t h e  r e c o g n i t i o n  p r o p e r t i e s  o f  t h e  M I P  c a n  b e  m a d e .  
S t u d i e s  b y  b o t h  B a g g i a n i  e t  a l . ,  [ 6 3 ]  a n d  S p i v a k  e t  a l . ,  [ 6 4 ]  h a v e  s h o w n  e v i d e n c e  f o r  
s h a p e  s e l e c t i v i t y  i n  r e b i n d i n g  M I P S  g e n e r a t e d  b y  n o n - c o v a l e n t  m e t h o d s .  T h i s  h a s  
b e e n  p e r f o r m e d  u s i n g  p r o b e s  a n a l o g o u s  t o  t h e  t e m p l a t e  b u t  d i f f e r i n g  i n  s i z e  o r  s p a t i a l  
d i s t r i b u t i o n .  I n  t h e  s e l f - a s s e m b l y  a p p r o a c h ,  t h e  c r o s s  l i n k e r  m a y  b e  a  t h i r d  c o m p o n e n t  
i n f l u e n c i n g  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  f o r m e d  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  U l t i m a t e l y ,  i t  i s  
t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  d i f f e r e n t  p o s s i b l e  c o n f i g u r a t i o n s  o f  e a c h  c o m p l e x  t h a t  w i l l  
d e t e r m i n e  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x  t o  w i t h s t a n d  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s ,  
p a r t i c u l a r l y  a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s .  T h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  i t s e l f  w i l l  r e s u l t  i n  
t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  c a v i t i e s  a n d  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  f b n c t i o n a l  g r o u p s  
w i t h i n  t h e  c a v i t i e s .  S u b s e q u e n t l y ,  i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  p o l y m e r s  w i l l  b e  f o r m e d  t h a t  
c o n t a i n  a  h e t e r o g e n e o u s  b i n d i n g  s i t e  d i s t r i b u t i o n  w i l l  b e  f o r m e d  w i t h  a f f i n i t y  
d i s t r i b u t i o n s  r a n g i n g  f r o m  h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  t e m p l a t e  t o  w e a k  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  
t o  t h e  c r o s s  l i n k e d  p o l y m e r  m a t r i x .  R e p o r t s  o n  t h e  n a t u r e  o f  M I P  r e c o g n i t i o n  r a n g e  
f k o m  b i n d i n g  t h a t  o c c u r s  i n  v a c a n t  c a v i t i e s  t o  i n t e r a c t i o n  w i t h  r e s i d u a l  t e m p l a t e  
m o l e c u l e s  [ 6 5 , 6 6 ]  ( c o - o p e r a t i v e  m o l e c u l e s ) .  
1 . 4 . 3  M o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  n o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  
H w a n g  e t  a l . ,  [ 6 7 ]  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  
c h o l e s t e r o l - i m p r i n t e d  p o l y m e r s  p r e p a r e d  b y  s e m i - c o v a l e n t ( g e n e r a t i 0 n  o f  M I P  b y  
c o v a l e n t  c h e m i s t r y  b u t  r e b i n d i n g  u n d e r  n o n - c o v a l e n t  c o n d i t i o n s )  a n d  n o n - c o v a l e n t  
i m p r i n t i n g  m e t h o d s .  T h e  c o v a l e n t l y  p r e p a r e d  M I P  w a s  f o u n d  t o  h a v e  a  h i g h e r  
a d s o r p t i o n  c a p a c i t y  f o r  c h o l e s t e r o l  a n d  a b o u t  f i v e - f o l d  h i g h e r  c h r o m a t o g r a p h i c  
e f f i c i e n c y  f o r  c h o l e s t e r o l  s e p a r a t i o n ,  i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  n o n - c o v a l e n t l y  p r e p a r e d  
M I P .  T h e  u s e  o f  c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  t h e  p e a k  b r o a d e n i n g  a n d  
t a i l i n g .  T h i s  a d v a n t a g e  a l o n g  w i t h  c o n s t a n t  r e t e n t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c o v a l e n t l y  
p r e p a r e d  M I P  h a s  p o t e n t i a l  f o r  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s .  T w o  i m p o r t a n t  d r a w b a c k s  o f  t h e  
n o n - c o v a l e n t  m e t h o d  a r e  l o w e r  a d s o r p t i o n  c a p a c i t y  a n d  h e t e r o g e n e o u s  b i n d i n g  s i t e  
& n i t y  d i s t r i b u t i o n s  [ 6 8 ] .  
N u m e r o u s  i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s  c a n  c o n t r i b u t e  t o  n o n - c o v a l e n t  f o r m a t i o n  o f  t h e  P P C .  
T h e  m a j o r  e l e m e n t s  a r e  h y d r o g e n  b o n d i n g  w i t h  e n e r g i e s  i n  t h e  r a n g e  o f  4 - 6 0  k J / m o l  
[ 6 9 ,  7 0 ,  7 1 1 .  T h i s  i s  c l a s s e d  a s  a  w e a k  t o  m e d i u m  i n t e r a c t i o n .  H y d r o p h o b i c  e f f e c t s  c a n  
a l s o  p l a y  s i g n i f i c a n t  r o l e s  i n  i m p r i n t i n g ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  i m p r i n t i n g  i n  a q u e o u s  
s y s t e m s .  W e a k e r  t h a n  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  t y p i c a l  e n e r g i e s  a r e  1 - 3  k J / m o l  [ 6 9 ] .  O n e  o f  
t h e  s t r o n g e s t  t y p e s  o f  i n t e r a c t i o n  i s  i o n - i o n  w i t h  e n e r g i e s  g r e a t e r  t h a n  2 5 0 k J l m o l  
[ 6 9 , 7 0 ] .  X - n :  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  e n e r g i e s  c a n  v a r y  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  1 - 5 0  k J / m o l  
[ 7 0 ] .  O t h e r  i n t e r a c t i o n s  i n c l u d e  d i p o l e - d i p o l e  a n d  a t t r a c t i v e  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s .  
B o t h  o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  a r e  c o n s i d e r e d  w e a k  w i t h  i n t e r a c t i o n  e n e r g i e s  l e s s  t h a n  1 0 -  
1 5  k J / m o l [ 6 9 , 7 0 , 7 1 ] .  
I n  a d d i t i o n ,  C o u l o m b i c  a t t r a c t i o n ,  c h a r g e  t r a n s f e r  i n d u c t i o n ,  d i s p e r s i o n  a n d  e x c h a n g e -  
r e p u l s i o n  c o n t r i b u t e  t o  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  H y d r o g e n  b o n d i n g  t h e n  i s  a  r e l a t i v e l y  
s t r o n g  i n t e r a c t i o n  t h a t  p a r t i c i p a t e s  i n  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  
[ 7 2 ]  s u c h  a s  o c c u r  b e t w e e n  m o l e c u l e s  t h a t  h a v e  a  p e r m a n e n t  n e t  d i p o l e  r e s u l t i n g  f k o m  
h y d r o g e n  b e i n g  c o v a l e n t l y  b o n d e d  t o  f l u o r i n e ,  o x y g e n  o r  n i t r o g e n .  F o r  e x a m p l e ,  
h y d r o g e n  b o n d s  o p e r a t e  b e t w e e n  w a t e r  ( H 2 0 )  m o l e c u l e s ,  a m m o n i a  ( N H 3 )  m o l e c u l e s ,  
h y d r o g e n  f l u o r i d e  ( H F )  m o l e c u l e s ,  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( H 2 0 2 )  m o l e c u l e s ,  a l k a n o l s  
( a l c o h o l s )  s u c h  a s  m e t h a n o l  ( C H 3 0 H )  m o l e c u l e s ,  a n d  b e t w e e n  a l k a n o i c  ( c a r b o x y l i c )  
a c i d s  s u c h  a s  e t h a n o i c  ( a c e t i c )  a c i d  ( C H 3 C O O H )  a n d  b e t w e e n  o r g a n i c  a m i n e s  s u c h  a s  
m e t h a n a m i n e  ( m e t h y l  a m i n e ,  C H 3 N I & ) .  H y d r o g e n  b o n d s  a r e  a  s t r o n g e r  
i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e  t h a n  e i t h e r  D i s p e r s i o n  f o r c e s  o r  d i p o l e - d i p o l e  i n t e r a c t i o n s  s i n c e  
t h e  h y d r o g e n  n u c l e u s  i s  e x t r e m e l y  s m a l l  a n d  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  a n d  f l u o r i n e ,  o x y g e n  
a n d  n i t r o g e n  b e i n g  v e r y  e l e c t r o n e g a t i v e  s o  t h a t  t h e  e l e c t r o n  o n  t h e  h y d r o g e n  a t o m  i s  
s t r o n g l y  a t t r a c t e d  t o  t h e  f l u o r i n e ,  o x y g e n  o r  n i t r o g e n  a t o m ,  l e a v i n g  a  h i g h l y  l o c a l i s e d  
p o s i t i v e  c h a r g e  o n  t h e  h y d r o g e n  a t o m  a n d  h i g h l y  n e g a t i v e  l o c a l i s e d  c h a r g e  o n  t h e  
f l u o r i n e ,  o x y g e n  o r  n i t r o g e n  a t o m .  T h i s  m e a n s  t h e  e l e c t r o s t a t i c  a t t r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e s e  m o l e c u l e s  w i l l  b e  g r e a t e r  t h a n  f o r  t h e  p o l a r  m o l e c u l e s  t h a t  d o  n o t  h a v e  h y d r o g e n  
c o v a l e n t l y  b o n d e d  t o  f l u o r i n e ,  o x y g e n  o r  n i t r o g e n .  
I n  g e n e r a l ,  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  a r e  f a v o u r e d  i n  w e a k l y  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  
a c e t o n i t r i l e  o r  D M F .  I n  c o n t r a s t ,  p o l a r  p r o t i c  s o l v e n t s  s u p p o r t  i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  
m e t a l  i o n  c o - o r d i n a t i o n  o f  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e .  C o m p a r a t i v e l y  w e a k  i n t e r a c t i o n s  
s u c h  a s  a - . n  s t a c k i n g  m a y  o c c u r  i n  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  a n d  i n  w a t e r .  H y d r o p h o b i c  
i n t e r a c t i o n s  a r e  f a c i l i t a t e d  i n  h i g h l y  p o l a r  s o l v e n t s  o r  s o l v e n t  m i x t u r e s  s u c h  a s  
w a t e r l m e t h a n o l .  T h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s t u d y  b y  L i u  e t  a l . ,  [ 7 3 ]  h a s  i n d i c a t e d  
p o s s i b l e  c o n f o r m a t i o n s  f o r  h y d r o g e n  b o n d e d  a r r a n g e m e n t s  o f  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r .  O n e  s u c h  a r r a n g e m e n t  i s  d e p i c t e d  b e l o w  i n  f i g u r e  1 . 7 .  
F i g n r e  1 . 7  s o m e  t y p i c a l  c o n f o r m a t i o n s  o f  p a r a c e t a m o l  o r  a n a l o g u e s  i n t e r a c t i n g  w i t h  
A A M :  ( a )  p a r a c e t a m o l ;  ( b )  p h e n a c e t i n ;  ( c )  p t e r t i a r y  b u t y l p h e n o l ;  ( d )  p b e n z e n e d i o l ;  ( e )  
Q h y d r o x y b e a z a l d e h y d e .  R e p r o d u c e d  f r o m  L i u  d  al., 1 7 3 1 .  
1 . 4 . 4  S o l v a t i n g  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  
T h r e e  m a j o r  c h a r a c t e r i s t i c s  r e g u l a t e  t h e  c h o i c e  o f  t h e  s o l v e n t  ( p o r o g e n )  t o  b e  u s e d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s :  
( i )  
T h e  a b i l i t y  t o  s o l u b i l i s e  t h e  c o n s t i t u e n t s ;  
( i i )  
T h e  e f f e c t s  o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r ( s )  
a n d  
( i i )  
T h e  e f f e c t s  o n  p o r o s i t y  a n d  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r .  
B e s i d e s  a f f e c t i n g  t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e  p o l y m e r  p r o d u c e d ,  t h e  s o l v e n t  p r o p e r t i e s  
c o n t r o l  t h e  t y p e  a n d  
s t r e n g t h  o f  t h e  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s .  A n  e n h a n c e d  
a p p r e c i a t i o n  o f  t h e s e  p r o c e s s e s  e n a b l e s  c o n t r o l  o f  t h e  r e c o g n i t i o n  e f f i c i e n c y  o f  t h e  
r e s u l t i n g  M I P  b y  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  m a t r i x  a n d  t u n i n g  o f  i t s  
d i e l e c t r i c  p r o p e r t i e s .  I n  g e n e r a l ,  o p t i m u m  r e c o g n i t i o n  o c c u r s  i n  t h e  s a m e  s o l v e n t  t h a t  
w a s  u s e d  a s  t h e  p o r o g e n .  H o w e v e r ,  M I P S  p r e p a r e d  i n  a p r o t i c  s o l v e n t s  h a v e  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  r e c o g n i t i o n  i n  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  [ 7 4 , 7 5 ] .  J o d l b a u e r  e f  a l . ,  [ 7 6 ] ,  
o b s e r v e d  c o m p l e m e n t a r y  s u b s t r a t e  s e l e c t i v i t i e s / a f l h i t i e s  i n  a p r o t i c  a n d  p o l a r  s o l v e n t s .  
T h e  p o s s i b i l i t y  o f  s o l v e n t - d e p e n d e n t  t u n i n g  o f  s u b s t r a t e  s e l e c t i v i t y / a f f i n i t y  a n d  t h e  
h i g h  b i n d i n g  c a p a c i t y  r e c o m m e n d  t h e  d e v e l o p e d  M I P S  a s  p r o m i s i n g  s o l i d - p h a s e  
e x t r a c t i o n  a d s o r b e n t s  f o r  c l e a n - u p  a n d  p r e - c o n c e n t r a t i o n  o f  O c h r a t o x i n  A  ( O T A )  f r o m  
v a r i o u s  b i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  m a t r i c e s .  A  M I P  h a s  b e e  p r e p a r e d  u s i n g  t h e  p o l a r  a p r o t i c  
s o l v e n t  D M S O  [ 7 7 ]  f o r  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  e n a l a p r i l  a n d  l i s i n o p r i l .  H e r e  i t  w a s  s h o w n  
t h a t  i m p r i n t i n g  i n  D M S O  r a t h e r  t h a n  m e t h a n o l  p r o d u c e d  a  h i g h e r  i m p r i n t i n g  
e f f i c i e n c y .  
T h e  c a p a b i l i t y  o f  o p e r a t i n g  i n  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t s  a n d  o r g a n i c  s o l v e n t s  i s  a n  
a d v a n t a g e  o f  M I P S  c o m p a r e d  t o  n a t u r a l  r e c e p t o r s .  D e s p i t e  t h i s  f a c t ,  e x c h a n g i n g  t h e  
n o n - p o l a r  o r g a n i c  s o l v e n t  e n v i r o n m e n t  u s e d  d u r i n g  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  f o r  a  
p o l a r  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t  d u r i n g  r e b i n d i n g  u s u a l l y  l e a d s  t o  a  l o s s  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  
f a v o u r e d  i n  t h e  n o n - p o l a r  s o l v e n t s .  S u b s e q u e n t l y  t h i s  l e a d s  t o  d e t e r i o r a t i o n  i n  M I P  
p e r f o r m a n c e .  E f f o r t s  a t  i m p r i n t i n g  i n  h i g h l y  p o l a r  a n d  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  h a v e  b e e n  
p e r f o r m e d  [ 7 8 , 7 9 ] .  I m p r i n t i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  w o u l d  a l l o w  m a i n t a i n i n g  t h e  
s a m e  c o n d i t i o n s  d u r i n g  t h e  r e b i n d i n g  s t e p  a n d  m o s t  i m p o r t a n t l y ,  o p e r a t i n g  i n  a q u e o u s  
e n v i r o n m e n t s  a l l o w s  t h e  i m p r i n t i n g  o f  b i o m o l e c u l e s .  T y p i c a l l y ,  w h e n  t h e  i n t e n d e d  
u s e  o f  t h e  p o l y m e r  i s  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  D M F  
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  t h e  m o s t  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  i n t e n d e d  a p p l i c a t i o n  [ g o ] .  
1 . 4 . 5  P o l y c l o n a l  n a t u r e  o f  M I P S  
T h e  b i n d i n g  o f  l i g a n d  t o  M I P  i s  a n a l o g o u s  t o  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  a n t i g e n  [ H I .  T h e r e  
a r e  t w o  d i s t i n c t  t y p e s  o f  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  p r o c e s s e s ,  m o n o c l o n a l  a n d  p o l y c l o n a l .  
A n t i b o d i e s  h o w e v e r ,  a r e  n o t  s y n t h e s i s e d  t o  a  t e m p l a t e  ( a l t h o u g h  f o r m e r l y  t h i s  w a s  
b e l i e v e d  t o  b e  t h e  c a s e  a n d  w a s  k n o w n  a s  t h e  " I n s t r u c t i v e  t h e o r y " )  b u t  a r e  g e n e r a t e d  
a t  t h e  m o l e c u l a r  g e n e t i c  l e v e l  b y  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  d i f f e r e n t  g e n e  s e g m e n t s ,  w h i c h  
p r o d u c e s  a  h u g e  l i b r a r y  o f  m o l e c u l e s  w h i c h  a r e  s c r e e n e d  a g a i n s t  a n  a n t i g e n  u n t i l  a  
" f i t "  i s  f o u n d .  T h i s  l i b r a r y  h a s  b e e n  c o n s t r u c t e d  o v e r  m i l l i o n s  o f  y e a r s  o f  e v o l u t i o n .  
F i g u r e  1 . 8  d e m o n s t r a t e s  t h i s .  
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,  L c l  m e  I m n l u r : o r 1 ? a i r r x  T c a n l  
, ,  R c 6 f i n g  E .  C P ~  
A  c r i r ? a ' I l : * ?  A  C a l l  
E f f  c s c  t o : ! P l a s n l a  
6  FIPI$ 
h b l r i m c y  E i  C + U s  
F i g u r e  1 . 8  -  c l o n a l  s e l e c t i o n  o f  a n t i b o d y  p r o d u c i n g  B  c e l l s  
R e p r o d u c e d  f r o m  1821 
M I P ' s  h o w e v e r ,  d o  p o s s e s s  a  s i m i l a r  b i n d i n g  n a t u r e  t o  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  i . e .  t h e y  
c o n t a i n  b i n d i n g  s i t e s  o f  d i f f e r i n g  a E n i t i e s .  T h e  o u t s t a n d i n g  d i f f e r e n c e  i s  t h a t  
a n t i b o d i e s  w o r k  i n  a  n a t u r a l l y  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t  w h e r e a s  M I P S  g e n e r a l l y  f u n c t i o n  
i n  a  n o n - p o l a r  o r g a n i c  e n v i r o n m e n t .  R e s e a r c h e r s  h a v e  a t t e m p t e d  t o  e n g i n e e r  
a n t i b o d i e s  t o  a l l o w  d e t e c t i o n  o f  a n a l y t e s  u n d e r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s ,  w h e r e a s  t h e r e  i s  
n o w  a  d r i v e  t o  s y n t h e s i s e  M I P s  c a p a b l e  o f  r e c o g n i t i o n  i n  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  [ 8 3 , 8 4 ] .  
T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  a p p l i c a b l e  t o  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  w h e r e  s e l e c t i v e  c l e a n  u p  o f  
a q u e o u s  s a m p l e s  i s  r e q u i r e d .  S o m e  a d v a n t a g e s  t h a t  M l P s  d o  p o s s e s s  o v e r  a n t i b o d i e s  
a r e  t h a t  t h e y  a r e  c a p a b l e  o f  w i t h s t a n d i n g  t e m p e r a t u r e s  o f  1 2 0 ~ ~  p l u s  [ 8 5 ] .  
F u r t h e r m o r e ,  M I P s  d o  n o t  n e e d  t o  b e  s t o r e d  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s ,  u n l i k e  a n t i b o d i e s  
a n d  a r e  c a p a b l e  o f  r e g e n e r a t i o n  a n d  r e u s e  -  a g a i n  u n l i k e  a n t i b o d i e s ,  w h i c h  a r e  n o t  
c a p a b l e  o f  p r o l o n g e d  u s e  a n d  i d e a l l y  s h o u l d  n o t  b e  u s e d  m o r e  t h a n  o n c e .  A n t i b o d y  
p r e p a r a t i o n  a g a i n s t  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o m p o u n d s  s u c h  a s  d r u g s  i n v o l v e s  t h e  
c o n j u g a t i o n  o f  t h e  h a p t e n  t o  a  c a r r i e r  p r o t e i n  s u c h  a s  B S A  b e f o r e  i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  
a n i m a l .  C o n j u g a t i o n  h o w e v e r ,  c a n  p r e s e n t  a  s y n t h e t i c  c h a l l e n g e  a n d  o f t e n  c h a n g e s  i n  
t h e  s t r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  a n t i g e n .  P r o v i d e d  t h e  m o l e c u l e  ( a n a l y t e )  i s  s o l u b l e  i n  
t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e ,  M I P  p r e p a r a t i o n  g e n e r a l l y  d o e s  n o t  i n c l u d e  d e r i v a t i s a t i o n  
o f  s m a l l  ( h a p t e n )  m o l e c u l e s .  
A s  m e n t i o n e d  e a r l i e r ,  n o n - c o v a l e n t l y  p r o d u c e d  M I P ' s  a r e  g e n e r a l l y  p o l y c l o n a l  i n  
n a t u r e  m e a n i n g  t h a t  t h e y  h a v e  s u b p o p u l a t i o n s  o f  b i n d i n g  s i t e  d e n s i t i e s .  T h i s  c o u l d  
p o t e n t i a l l y  u p s e t  t h e i r  u s e  i n  s i t u a t i o n s  o r  a s s a y s  t h a t  r e q u i r e  a  h i g h  d e g r e e  o f  
s e l e c t i v i t y .  E s s e n t i a l l y ,  w i t h  a  l a r g e  p o p u l a t i o n  o f  w e a k l y  i n t e r a c t i n g  b i n d i n g  s i t e s ,  
a n a l o g o u s  m o l e c u l e s  ( o r  u n r e l a t e d  m o l e c u l e s  o f  s i m i l a r  s h a p e  a n d l o r  f u n c t i o n a l i t y )  
c o u l d  n o n - s p e c i f i c a l l y  b i n d  t o  t h e s e  s i t e s .  T h i s  d o e s  h a v e  t h e  a d v a n t a g e  h o w e v e r  o f  
e n a b l i n g  d u m m y  i m p r i n t i n g  i . e .  i m p r i n t i n g  a n  a n a l o g u e  o f  t h e  t e m p l a t e  o f  i n t e r e s t .  
O n e  p o s i t i v e  o u t c o m e  o f  t h i s  i s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  r e m o v i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t e m p l a t e  
b l e e d i n g .  P r o d u c t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  s u f f e r s  f t o m  t h e  f a c t  t h a t  d i f f e r e n t  
i n d i v i d u a l s  e l i c i t  a n t i b o d i e s  w i t h  d i f f e r e n t  p r o p e r t i e s  a n d  t o  g e n e r a t e  a n  a n t i s e r u m  
w i t h  t h e  d e s i r e d  s e l e c t i v i t y  i m m u n i s a t i o n  o f  s e v e r a l  a n i m a l s  i s  s t r o n g l y  d e s i r e d .  M I P  
p r e p a r a t i o n  c a n  b e  r e p r o d u c e d  w i t h  e a c h  b a t c h  h a v i n g  c l o s e  t o  i d e n t i c a l  p r o p e r t i e s .  
T h e  p r e p a r a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h o w e v e r ,  o f f e r s  s c a l e  u p  p o s s i b i l i t i e s  a n d  
l o n g - t e r m  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d i e s  o f  c o n s i s t e n t  q u a l i t y .  
1 . 4 . 6  T h e  c r o s s  - I i n k e r ,  p o r o g e n  a n d  f l e x i b i l i t y  
S t u d i e s  s u c h  a s  t h a t  o f  Z h a n g  e t  a i - ,  [ 8 6 ]  a n d  L u  e t  a l . ,  [ 8 7 ]  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t  
o f  c h a n g i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c r o s s - l i n k e r  o n  t h e  m o r p h o l o g y  a n d  p e r f o r m a n c e  o f  
M I P s .  I t  w a s  f o u n d  [ 8 6 ]  t h a t  w h e n  t h e  r a t i o  o f  E D M A  t o  M A 4  w a s  i n  t h e  r a n g e  o f  
5 :  1 - 1 0 :  1 ,  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  w i t h  t h e  o p t i m a l  u n i f o r m  s i z e  a r e  o b t a i n e d .  
S c a t c h a r d  a n a l y s i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  e x i s t  t w o  c l a s s e s  o f  d i s t i n c t  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  
M I P s  f o r  n i a c i n a m i d e  a n d  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e s e  p o l y m e r s  i n c r e a s e  w i t h  t h e  i n c r e m e n t  
o f  t h e  a m o u n t  o f  c r o s s - l i n k e r  u n t i l  t h e  r a t i o  r e a c h e s  u p  t o  2 0 :  1 .  I t  w a s  a l s o  s h o w n  t h a t  
t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  s e n s o r s  i n c r e a s e s  w i t h  a n  i n c r e a s e  o f  t h e  a m o u n t  o f  c r o s s - l i n k e r .  
T h i s  i s  d i s p l a y e d  i n  f i g u r e  1 . 9  b e l o w :  
r  S S s n m r  1  
U  S e n s o r  2  
S e n e o r  3  
a 8  S e n m r  4  
IS e n s o r  5  
0  1  2  3  4  
I n t e r f e r i n g  s u b s t a n c e s  
F i g u r e  1 . 9 :  T h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  d i f f e r e n t  s e n s o r s  ( 1 - 5  d e c r e a s i n g  c r o s s - l i n k e r  
c o n c e n t r a t i o n )  m o d i f i e d  w i t h  d i f f e r e n t  M I P S :  ( 1 )  n i c o t i n i c  a c i d ;  ( 2 )  n i c o t i n e ;  ( 3 )  n i c o t i n i c  
a l c o h o l .  R e p r o d u c e d  f r o m  Z h a n g  e t  a l . ,  1 8 6 1  
T h e  m a i n  d r i v i n g  f o r c e  f o r  a  m o l e c u l e  t o  d i f f u s e  i n t o  a n d  m i g r a t e  t h r o u g h  a  p o l y m e r  
i s  i t s  a @ n i t y  t o  t h e  m a t r i d b i n d i n g  p o c k e t s .  W h i l e  t h e  d i f f u s i o n  i s  r e l a t e d  t o  d i p o l e -  
d i p o l e  i n t e r a c t i o n s  a n d  V a n  d e r  W a a l s  f o r c e s ,  t h e  f i i c t i o n  f o r c e s  w i t h i n  t h e  c r o s s -  
l i n k e d  p o l y m e r  w i l l  d e t e r m i n e  t h e  r a t e  a t  w h i c h  t h e  m o l e c u l e s  p e r m e a t e .  T h e  i n i t i a l  
f r i c t i o n  f o r c e  ( d i & s i o n  c o e f f i c i e n t )  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  s i z e  o f  t h e  p e r m e a n t  a n d  t h e  
d i m e n s i o n s  o f  t h e  v o i d  s p a c e s  o f  t h e  h i g h l y  c r o s s  l i n k e d  p o l y m e r  m a t r i x .  F u r t h e r m o r e ,  
w i t h  a n  i n c r e a s i n g  p e r m e a n t  v o l u m e ,  t h e  i n t e r n a l  s t r e s s  i m p o s e d  o n t o  t h e  p o l y m e r  
c h a i n s  w i l l  c a u s e  t h e  d i m e n s i o n s  o f  t h e  p o l y m e r  t o  c h a n g e  r e s u l t i n g  i n  p o l y m e r  
s w e l l i n g  e f f e c t s  t h a t  m a y  a f f e c t  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  b i n d i n g  p o c k e t s  [ 8 8 , 8 9 ] .  
B e s i d e s  t h e  s t r u c t u r a l  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  p o l y m e r  m a t r i x ,  t u n i n g  o f  t h e  v o i d  v o l u m e  i . e .  
p o r o s i t y  i s  a n o t h e r  p a r a m e t e r  a f f e c t i n g  a c c e s s  t o  e m b e d d e d  b i n d i n g  p o c k e t s .  S e l e c t i n g  
t h e  a p p r o p r i a t e  p o l y m e r i s a t i o n  m e t h o d  a l l o w s  p r e p a r a t i o n  o f  M l P s  i n  d i f f e r e n t  
f o r m a t s  r a n g i n g  f k o m  m o n o l i t h i c  b l o c k  p o l y m e r s  t o  m i c r o -  a n d  n a n o s p h e r e s  a n d  
p o l y m e r  f i l m s .  I n  t h e  f o r m e r  c a s e  a  r i g i d  p o l y m e r  m o n o l i t h  i s  o b t a i n e d  w h i c h  i s  
u s u a l l y  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  m u l t i t u d e  o f  m i c r o -  ( < 2  n m ) ,  m e s o -  ( 2 - 5 0  n r n )  a n d  
m a c r o p o r e s  0 5 0  n m )  [ 2 0 ] .  T h e  p o l y m e r  m o n o l i t h  i s  t h e n  c r u s h e d  g r o u n d  a n d  s i e v e d  
t o  o b t a i n  p a r t i c l e s  w i t h  a  w e l l - d e f i n e d  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n .  
T w o  t y p e s  o f  t r i m e t h o p r i m  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  i n  b u l k  a n d  s p h e r e  ( b y  s u s p e n s i o n  
p o l y m e r i s a t i o n )  w e r e  p r e p a r e d  a n d  u s e d  a s  s o r b e n t s  f o r  s o l i d - p h a s e  e x t r a c t i o n  [ 9 0 ] .  
B y  c o m p a r i n g  a d s o r p t i o n  o f  t r i m e t h o p r i m  i n  d i f f e r e n t  s o l v e n t s ,  d e s o r p t i o n  w i t h  
r a t i o s  o f  e t h a n o l  a n d  N J V d i m e t h y l f o r m a m i d e ,  a c e t i c  a c i d  a n d  r a t i o s  o f  m e t h a n o l  a n d  
t r i f l u o r o a c e t i c  a c i d ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  M I P S  i n  b u l k  f o r m  w e r e  m o r e  s e l e c t i v e  a n d  
p o s s e s s e d  a  h i g h e r  a d s o r p t i v e  c a p a c i t y  t h a n  i n  s p h e r e  f o r m .  M o r e o v e r  s p e c i f i c  
s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r e  v o h m e  o f  t h e  p o l y m e r s  i n  b u l k  f o r m  w e r e  a b o u t  t w i c e  t h a n  i n  
s p h e r e  f o r m .  B u t  t h e s e  t w o  t y p e s  o f  p o l y m e r s  b o t h  e n r i c h e d  a n d  s e p a r a t e d  
t r i m e t h o p r i m  f r o m  h u m a n  u r i n e  a n d  a  p h a r m a c e u t i c a l  t a b l e t  s u c c e s s f U l l y .  T h e  l i n e a r  
r a n g e  o f  t r i m e t h o p r i m  w a s  1 - 1 0 0  n m o l  m l - '  a n d  t h e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  w a s  
0 . 1  n m o l  m l - ' .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  m o r p h o l o g y  a s  r e p o r t e d  b y  B E T  i n  t h e  s t u d y  a r e  
s h o w n  i n  t a b l e  1 . 1  :  
T a b l e  1 . 1  D a t a  o f  s p e c i f i c  s u r f a c e  a r e a ,  p o r e  v o l u m e  a n d  p o r e  w i d t h  o f  
M I P S  a n d  M I P S - S  ( s p h e r e s ) .  A d a p t e d  f r o m  H u  d  d . ,  [ 9 0 ]  
M e a s u r e m e n t  M I P - s  M I P - s S  
-  -  
-  
-  -  
M u l t i p o i n t  B E T  ( m 2 1 g )  1 . 7 8 0 E + 2  0 . 8 2 8 9 E + 2  
L a n g m u i r  s u d a c e  a r e a  ( m 2 1 g )  
D R  m e t h o d  m i c r o p o r e  a r e a  ( m 2 / g )  
D R  m e t h o d  m i c r o p o r e  v o l u m e  ( c m 3 1 g )  
8 . 6 8 3 E - 2  4 . 0 2 8 E - 2  
H K  m e t h o d  c u m u l a t i v e  p o r e  v o l u m e  ( c m 3 1 g )  7 . 1 4 6 E - 2  3 . 2 5 8 E - 2  
S F  m e t h o d  c u m u l a t i v e  p o r e  v o l u m e  ( c m 3 1 g )  7 . 3  1 5 E - 2  3 . 3 4 7 3 - 2  
D R  m e t h o d  m i c r o p o r e  w i d t h  ( A )  5 . 7 8 4 E + 1  5 . 9 5 3 E + 1  
D A  m e t h o d  p o r e  d i a m e t e r  ( A )  1 . 8 4 O E + l  1 . 8 4 0 E + 1  
H K  m e t h o d  p o r e  w i d t h  ( A )  1 . 3 9 2 E + l  1 . 3 7 3 E + l  
S F  m e t h o d  p o r e  d i a m e t e r  ( A )  2 . 6 1  1 E + 1  2 . 5 7 4 E  
T h e  p h y s i c a l  c r u s h i n g  o f  t h e  m o n o l i t h  r e s u l t s  i n  m a t e r i a l  l o s s  a n d  i n d u c e s  p r o b l e m s  
s u c h  a s  d e c r e a s e d  i n t e r p a r t i c u l a r  v o l u m e  a n d  r e d u c e d  m a s s  t r a n s f e r  a f t e r  p a c k i n g  i n t o  
c o l u m n s  o r  c a r t r i d g e s  1 9 1 1 .  N e v e r t h e l e s s ,  t h i s  m e t h o d  o f  p r e p a r a t i o n  i s  a m o n g  t h e  
m o s t  c o m m o n l y  u s e d  f o r  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s .  T h e  p o r o u s  M I P  s t r u c t u r e  
p r o v i d e s  a  h i g h  s u r f a c e  a r e a  a n d  f a c i l i t a t e s  a c c e s s  t o  t h e  b i n d i n g  p o c k e t s .  T h e r e f o r e ,  
i n  c a s e  o f  a  b l o c k  p o l y m e r  t h e  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i s  t h e  k e y  q u a l i t y  f a c t o r ,  w h i c h ,  
c a n  b e  t u n e d  b y  v a r i a b l e s  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p o r o g e n i c  s o l v e n t  a n d  
t h e  a m o u n t  a n d  t y p e  o f  c r o s s  l i n k e r  [ 9 2 , 9 3 ] .  T h e  e f f e c t  o f  t h e s e  v a r i a b l e s  o n  c o -  
p o l y m e r  p o r o s i t y  c a n  b e  d i r e c t l y  i n v e s t i g a t e d  b y  m e t h o d s  s u c h  a s  t h e  B E T  m e t h o d  f o r  
s u r f a c e  a r e a  d e t e r m i n a t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s e l e c t i v e  b i n d i n g  s i t e s  w i t h i n  
t h e  p o l y m e r  m a t r i x  d e p e n d s  o n  t h e  s a m e  v a r i a b l e s  a n d  h e n c e ,  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  
a l l o w  f o r  c o n c u r r e n t  t u n i n g  o f  t h e  p o r e  s i z e .  
1 . 4 . 7  M o n o m e r - t e m p l a t e  s o l u t i o n  s t r u c t u r e s  
T h e  e x t e n t  t o  w h i c h  s o l u t i o n  c o m p l e x e s  a r e  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  m o n o m e r  a n d  t h e  
t e m p l a t e  i n  s o l u t i o n  r e f l e c t s  t h e  a r c h i t e c t u r e  o f  t h e  p o l y m e r i c  b i n d i n g  s i t e s .  T h i s  i s  
s i g n i f i c a n t  s i n c e ,  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  m o n o m e r - t e m p l a t e  a s s e m b l i e s  i s  i m p o r t a n t  i n  
d e d u c i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  p o l y m e r  a n d  a s  s u c h  m a y  h a v e  a  r o l e  
i n  p r e d i c t i o n .  T h e  p o t e n t i a l  f o r  a  c o m p l e x  t o  p r o d u c e  t e m p l a t e d  s i t e s  c a n  b e  p r e d i c t e d  
b y  m e a s u r i n g  t h e  s t a b i l i t y  c o n s t a n t s  i n  a  h o m o g e n o u s  s o b t i o n  m i m i c k i n g  t h e  
m o n o m e r  m i x t u r e  p r i o r  t o  p o l y m e r i s a t i o n .  T h i s  c a n  u l t i m a t e l y  b e  u s e d  a s  a  
p r e l i m i n a r y  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  t o  s e a r c h  f o r  s u i t a b l e  k n c t i o n a l  m o n o m e r s .  T h u s ,  
e s t i m a t e d  s o l u t i o n  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  c a n  b e  c o m p a r e d  a n d  c o n t r a s t e d  w i t h  t h e  
h e t e r o g e n e o u s  b i d i n g  c o n s t a n t s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  r e b i n d i n g  s t e p  t o  t h e  i m p r i n t e d  
s i t e s .  F i g u r e  1 . 1 0  b e l o w  s h o w s  a  p o s t u l a t e d  m o n o m e r  t e m p l a t e  s t r u c t u r e  f o r  a  2 , 4 -  
d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d / 4 - v i n y l p y r i d i n e  c o m p l e x  [ 2 3 ] .  
F i g u r e  1 . 1 0  M o d e l  o f  t h e  2 , 4 - D l 4 - V P  p r e - p o l y m e r i z a t i o n  c o m p l e x  e s t a b l i s h e d  f r o m  N M R  
t i t r a t i o n  a n d  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  d a t a .  R e p r o d u c e d  f r o m  O Y M a h o n y  d  a l . ,  [ 2 3 ]  
F r o m  f i g u r e  1 . 1 0 ,  i t  c a n  b e  s e e n  h o w  b o t h  c h e m i c a l  h n c t i o n a l i t y  a n d  s p a t i a l  
o r g a n i s a t i o n  c a n  p l a y  e q u a l l y  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n .  
R e b i n d i n g  t o  s i t e s  f o r m e d  f r o m  r e s i d u a l  n o n - e x t r a c t e d  t e m p l a t e  h a s  a l s o  b e e n  
p r o p o s e d  a s  a  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  t o  t h e  o b s e r v e d  r e c o g n i t i o n .  A  s t u d y  b y  L a v i g n a c  e t  
a l . ,  [ 6 6 ]  o b s e r v e d  t h a t  b o t h  s e l e c t i v i t y  a n d  a f f i n i t y  w e r e  d e p e n d e n t  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  l i g a n d  a n d  t h a t  u n u s u a l l y  s e l e c t i v i t y  a n d  a f f i n i t y  w e r e  b e t t e r  a t  
h i g h e r  a t r a z i n e  c o n c e n t r a t i o n s .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  p h e n o m e n o n  r e s u l t e d  f i o m  
t h e  f o r m a t i o n  o f  a t r a z i n e a t r a z i n e  c o m p l e x e s  d u r i n g  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s t a g e  a n d  
d u r i n g  r e b i n d i n g  a n d  t h a t  t h e  p o l y m e r  d e m o n s t r a t e d  i m p r o v e d  a t r a z i n e  a f f i n i t y  w h e n  
t h e  c o n d i t i o n s  f a v o u r e d  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  d e m o n s t r a t e d  i n  
f i g u r e  1 . 1 1  
F i g u r e  1 . 1 1  A t r a z i n e  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  p o l y m e r  a s s o c i a t i o n .  H y p o t h e s i s  1 :  s o l u t i o n  
p h a s e  a t r a w h e  c o m p l e x  b i n d i n g  w i t h i n  a n  a t r a z i n e  c o m p l e x  t e m p l a t e d  b i n d i n g  s i t e .  
H y p o t h e s i s  2 :  u n c o m p l e x e d  a t r a z i n e  n u c l e a t i n g  w i t h i n  a n  a t r a z i n e  c o m p l e x  t e m p l a t e d  
b i n d i n g  s i t e .  R e p r o d u c e d  f r o m  L a v i g n a c  e t  a l . ,  [ 6 6 ]  
T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t e m p l a t e  r e m a i n i n g  i n  t h e  p o l y m e r  a f t e r  a t t e m p t e d  t e m p l a t e  
r e m o v a l  i s  c a p a b l e  o f  a c t i n g  a s  a  n u c l e a t i n g  s i t e  f o r  t h e  t e m p l a t e  i n  t h e  r e b i i d i n g  
e x p e r i m e n t .  G e n e r a l l y ,  t h o u g h ,  s e l e c t i v i t y  i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  r e c o v e r y  o f  t h e  
t e m p l a t e .  
1 . 5  
T h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  M I P S  
M I P  s y s t e m s  h a v e  b e e n  d e s i g n e d  a b  i n i t i o  [ 9 4 ] .  O v e r  t h e  l a s t  n u m b e r  o f  y e a r s  t h e r e  
h a s  b e e n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  p h y s i c a l  a n d  m o l e c u l a r  l e v e l  e v e n t s  
i n f l u e n c i n g  a n d  i n d e e d  c o n t r o l l i n g  b o t h  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  t e m p l a t e - m o n o m e r  
i n t e r a c t i o n s  a n d  l i g a n d  r e c o g n i t i o n  i n  t h e  f i n i s h e d  M I P .  W h a t  i s  k n o w n  h a s  b e e n  
o b t a i n e d  t h r o u g h  e x h a u s t i v e  c h r o m a t o g r a p h i c ,  s p e c t r o s c o p i c  a n d  r e b i n d i n g  s t u d i e s ,  
r e v i e w e d  by M a y e s  a n d  W h i t c o m b e ,  2 0 0 5 ,  [ 4 6 ] .  T h e r e  i s  a  v e r y  d e f i n i t e  o p p o r t u n i t y  
v i a  t h e  k n o w l e d g e  o f  t h e  p h y s i c a l  c h e m i s t r y  o f  M l P s  f o r  r e a l  a d v a n c e s  t o  b e  m a d e  i n  
t h e  f u r t h e r  e l u c i d a t i o n  o f  m o l e c u l a r  p r o c e s s e s .  F o r  s y s t e m s  i m p r i n t e d  i n  a q u e o u s  
c o n d i t i o n s ,  r e b i n d i n g  c a n  o c c u r  i n  p o l a r  e n v i r o n m e n t s  d u e  t o  t h e  h y d r o p h o b i c  e f f e c t ,  
c o n v e r s e l y ,  i m p r i n t i n g  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s  c a n  b e  u s e d  f o r  r e b i n d i n g  i n  w a t e r  d u e  t o  
t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s .  T h e  e f f e c t s  o f  p H  [ 9 5 ]  a n d  t e m p e r a t u r e  
o n  t h e  p p c  a n d  t h e  r e s u l t a n t  r e c o g n i t i o n  p r o p e r t i e s  o f  t h e  M I P  h a v e  b e e n  w e l l  s t u d i e d  
[ 9 6 ] .  A  l o w e r  p o l y m e r i s a t i o n  t e m p e r a t u r e  r e d u c e s  t h e  e f f e c t  o f  A G i b  t h o u g h  t h e  m a s s  
t r a n s f e r  k i n e t i c s  a r e  a f f e c t e d  s o m e w h a t  b y  t h i s .  O n e  a r e a  t h a t  h a s  r e c e i v e d  a  g r e a t  d e a l  
o f  a t t e n t i o n  i s  t h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  o f  t e m p l a t e  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  a s  r e v i e w e d  
b y  N i c o l l s  e t  a l . ,  [ 9 7 ] .  I n  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  M I P ' s  t h i s  w i l l  b e  v i t a l  t o  f i r s t l y  
a s c e r t a i n  w h e t h e r  p a r t i c u l a r  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  a r e  s u i t a b l e  f o r  c o m p l e x  f o r m i n g  
w i t h  t a r g e t  t e m p l a t e s  a n d  s e c o n d l y  t o  g e n e r a t e  v i r t u a l  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  
t o  n a r r o w  d o w n  t h e  c h o i c e  o f  m o n o m e r s .  
T a k i n g  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t h e  p h y s i c a l  f a c t o r s  d i s c u s s e d  r e g a r d i n g  l i g a n d  r e c e p t o r  
i n t e r a c t i o n ,  m o d e l l i n g  s y s t e m s  w i l l  i d e a l l y  b e  a b l e  t o  i n c o r p o r a t e  t h i s  k n o w l e d g e  t o  
p r e d i c t  t h e  o u t c o m e  o f  r e b i n d i n g  s t u d i e s  a n d  t o  d e s i g n  M l P s  s p e c i f i c a l l y  f o r  c e r t a i n  
n e e d s  e . g .  w h e t h e r  a  M I P  i s  t o  b e  u s e d  f o r  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n ,  o r  f o r  b i n d i n g  
a s s a y s  o r  f o r  s e n s o r s  s h o u l d  b e  k n o w n  b e f o r e  t h e  s y n t h e s i s  i s  i n i t i a t e d .  I n  t h i s  r e g a r d  
t h e  b i n d i n g  a d s o r p t i o n  i s o t h e r m s  a r e  c r i t i c a l  a s  k n o w i n g  t h e  a m o u n t  o f  b i n d i n g  s i t e s  
( a n d  t h e i r  t y p e )  w i l l  i n f l u e n c e  t h e  a p p l i c a t i o n s  f o r  w h i c h  a  p a r t i c u l a r  M I P  i s  s u i t a b l e .  
1 . 5 . 1  T r i a l  a n d  e r r o r  a p p r o a c h e s  
T h e  t e c h n i q u e s  o f  IR a n d  N M R  h a v e  b e e n  u s e d  i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  
l e v e l  e v e n t s  a n d  h a v e  h u g e  p o t e n t i a l  i n  h r t h e r i n g  t h e  u n d e r s t a n d i n g  a n d  g e n e r a t i o n  o f  
o p t i m a l  M I P s .  I n  p a r t i c u l a r  N M R  h a s  b e e n  a n d  w i l l  b e  c r i t i c a l  i n  t h i s  r e g a r d .  
A n a l y t i c a l  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  f o r  M I P s  a n d  t h e i r  a p p l i c a t i o n s  h a s  b e e n  r e v i e w e d  
[ 9 8 ] .  I n  p a r t i c u l a r ,  m a n y  p a p e r s  c o m p a r i n g  M I P s  w i t h  t e m p l a t e  -  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  
-  c r o s s - l i n k e r  r a t i o s ,  p o r o g e n s  ( d i l u e n t s )  a n d  p o l y m e r i s a t i o n  f o r m a t s  h a v e  b e e n  
p u b l i s h e d .  T h i s  a p p r o a c h  i s  t h e  s o - c a l l e d  " t r i a l  a n d  e r r o r "  a p p r o a c h  a n d  i s  
c o m m o n p l a c e  a m o n g  M I P  d e v e l o p e r s .  T h e  a p p r o a c h  h o w e v e r  h a s  n u m e r o u s  
d r a w b a c k s  s u c h  a s  t h e  p o l y c l o n a l i t y  -  a k i n  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  
i . e .  b i n d i n g  s i t e s  o f  n o n - u n i f o r m  s p e c i f i c i t y  a n d  d i f f e r i n g  a f f i n i t i e s .  I n  p a r t i c u l a r  t h e  
l o w  y i e l d  o f  h i g h  f i d e l i t y  s i t e s  i s  p r o b l e m a t i c  [ 9 7 ] .  T w o  d i f f e r e n t  b u t  r e l a t e d  ( i n  t h e i r  
s c o p e )  a p p r o a c h e s  h a v e  b e e n  c o n c e i v e d  i n  r e s p o n s e  t o  t h e s e  d r a w b a c k s .  T h e s e  a r e  
f i r s t l y  c o m b i n a t o r i a l  m e t h o d s ,  w h i c h  c a n  s e l e c t  a n  o p t i m a l  M I P  f o r m u l a t i o n  f o r  a  
t a r g e t e d  a n a l y t e  i . e .  s c r e e n i n g  l i b r a r i e s  o f  M I P s  a n d  s e c o n d l y  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  
M I P s  w h i c h  i s  b a s e d  o n  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p h y s i c a l  
m e c h a n i s m s  u n d e r l y i n g  f o r m a t i o n  a n d  M I P  l i g a n d  r e c o g n i t i o n .  
1 . 5 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  M I P s  u s i n g  c o m b i n a t o r i a l  i m p r i n t i n g  
A s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  v a r i a b l e s  a f f e c t i n g  t h e  o u t c o m e  o f  M I P S  ( o r  a  s u c ~ e s s f u l  i m p r i n t ) ,  
t h e r e  h a s  b e e n  a n  o v e r u s e  o f  c e r t a i n  s t a n d a r d  f o r m u l a t i o n s  o f  t e m p l a t e :  m o n o m e r ;  
c r o s s  l i n k e r  r a t i o  ( e . g .  1 : 4 : 2 0 ) .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  M I P  f o r m u l a e  i s  a  
p r o c e s s  t h a t  i s  w e l l  s u i t e d  f o r  c o m b i n a t o r i a l  s c r e e n i n g .  B a t r a  e t  a l . ,  [ 9 9 ]  w e r e  t h e  f i r s t  
t o  a p p l y  c o m b i i a t o r i a l  m e t h o d s  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  H e r e ,  a  l i b r a r y  o f  M I P S  w a s  
c o n s t r u c t e d  u s i n g  a  s e m i - a u t o m a t e d  a p p r o a c h .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r ( s )  w e r e  v a r i e d  i n  t h i s  s t u d y .  M I P  s y n t h e s i s  a n d  a n a l y s i s  o c c u r r e d  o n  t h e  
b o t t o m  s u r f a c e  o f  g l a s s  v i a l s  a n d  w e r e  a n a l y s e d  b y  b i n d i n g  a s s a y s .  T r i a z i n e  
h e r b i c i d e s  ( a m e t r y n  a n d  a t r a z i n e )  w e r e  u s e d  a s  t e m p l a t e s  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  M I P  
l i b r a r i e s .  T h e  o n l y  v a r i a b l e s  i n  t h e  s t u d y  w e r e  t h e  m o n o m e r s  ( e i t h e r  M A A  o r  
T F M A A ) .  T w o  s c r e e n i n g  s t e p s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  t h e  M L P s .  T h e  f i r s t  o n e  a n a l y s e d  
t h e  a m o u n t  o f  f r e e  t e m p l a t e  i n  s o l u t i o n  f o l l o w i n g  a c e t o n i t r i l e  w a s h i n g  -  g i v i n g  a n  
e s t i m a t i o n  o f  t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  M I P .  T h e  s e c o n d  s c r e e n i n g  o f  t h e  M E  w a s  a  b a t c h  
r e b i n d i n g  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r  f o r  e a c h  M I P  i n  a d d i t i o n  t o  
d e t e r m i n i n g  t h e  s e l e c t i v i t y  o v e r  t h e  n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r .  
T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  t h e  o p t i m a l  i m p r i n t i n g  f o r m u l a t i o n s  f o r  t h e  t w o  t r i a z i n e s  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  F o r  a m e t r y n ,  T F M A A  ( a = 2 . 5 )  g a v e  g r e a t e r  s e l e c t i v i t y  o v e r  
a t r a z i n e  t h a n  M A A  r i c h  p o l y m e r s  ( a = 1 . 5 ) .  H o w e v e r ,  f o r  a t r a z i n e ,  s e l e c t i v i t y  o v e r  
a m e t r y n  f o r  M A A  r i c h  p o l y m e r s  p r o v e d  b e t t e r  t h a n  f o r  T F M A A  ( u  1 . 2  a n d  0 . 8  
r e s p e c t i v e l y ) .  F i g u r e  1 . 1 2  s h o w s  a  f l o w  d i a g r a m  o f  t h e  m e t h o d  o f  c o m b i n a t o r i a l  
i m p r i n t i n g  a p p l i e d  b y  B a t r a  e t  a l . ,  [ 9 9 ] .  
F i g u r e  1 . 1 2 :  I l l u s t r a t i o n  o f  a n  a u t o m a t e d  p r o g r a m m a b l e  l i q u i d  h a n d l i n g  s y s t e m  u s e d  t o  
p r e p a r e  a n d  a n a l y s e  s m a l l - s c a l e  M I P ' s .  R e p r o d u c e d  f r o m  B a t r a  e l  a l . ,  1991. 
1 . 5 . 3  P a r a l l e l  s y n t h e s i s  o f  M I P s  
A  s m a l l - s c a l e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o t o c o l  w a s  u s e d  w i t h  s u c c e s s  i n  t h e  s e a r c h  f o r  
h n c t i o n a l  m o n o m e r s  t o  i m p r i n t  t h e  p o o r l y  s o l u b l e  t e m p l a t e s  s u c h  a s  p h e n y t o i n  [ l o o ] .  
A A M  a n d  M A M  w e r e  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  f b n c t i o n a l  m o n o m e r s ,  a c c o r d i n g  
t o  t h e  s m a l l  s c a l e  b i n d i n g  e v a l u a t i o n  t e s t ,  a n d  g o o d  s e l e c t i v i t y  w a s  f o u n d  i n  t h e  s c a l e d  
u p  p o l y m e r s  w h e n  e v a l u a t e d  b y  H P L C .  A  r e m a r k a b l e  d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  w h e n  
t h e  c a p a c i t y  f a c t o r s  o f  p h e n y t o i n  o n  t h e  A A M  a n d  M A A M  p o l y m e r s  w e r e  c o m p a r e d ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  a  s l i g h t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  c a n  
s t r o n g l y  i n f l u e n c e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  p o l y m e r s .  T h e  b a t c h  r e b i n d i n g  
r e s u l t s  g i v e n  b y  t h e  m i n i - M I P S ,  c o r r e l a t e d  w e l l  w i t h  b i n d i n g  o b s e r v e d  f r o m  t h e  H P L C  
s t u d i e s .  D e s p i t e  t h e s e  g o o d  r e s u l t s ,  t h e  a u t h o r s  s h o w e d  t h a t  t h i s  m e t h o d  d o e s  h a v e  
l i m i t a t i o n s  c o n c l u d i n g  t h a t  s m a l l  s c a l e  r e b i n d i n g  r e s u l t s  o b t a i n e d  a t  e q u i l i b r i u m  
c a n n o t  a l w a y s  b e  u s e d  t o  p r e d i c t  s e l e c t i v i t y  o f  M I P s  i n  t h e  d y n a m i c  H P L C  m o d e .  
L i k e w i s e ,  s m a l l  v a r i a t i o n s  i n  t h e  s o l v e n t  s y s t e m  c a n  l e a d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  r e c o g n i t i o n  
p r o p e r t i e s .  F i g u r e  1 . 1 3  s h o w s  t h e  m i n i a t u r i s e d  s e a r c h i n g  p r o c e d u r e  f o r  t h e  m o s t  
s u i t a b l e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r  t h e  t e m p l a t e .  
. . . ,  
B r i - i n s t e d  a c i d  b a s i c  
r n a n o m c r s  
F i g u r e  1 . 1 3  S e a r c h  f o r  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  f o r  n i f e d i p i n e :  ( a )  p o s s i b l e  w a y s  o f  
t a r g e t i n g  t h e  t e m p l a t e ;  ( b )  d i f f e r e n t  m o n o m e r s  u s e d  a n d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  u s e d  i n  t h e  s m a l l - s c a l e  p o l y m e r i s a t i o n ,  R e p r o d u c e d  f r o m  L a n z a  
e t  a l . ,  [ l o 0 1  
1 . 5 . 4  S y n t h e s i s  a n d  S c r e e n i n g  o f  M I P  L i b r a r i e s  
A  g o o d  e x a m p l e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  o f  s y n t h e s i s i n g  M I P  l i b r a r i e s  o v e r  m o r e  t r a d i t i o n a l  
t r i a l  a n d  e r r o r  m e t h o d s  a n d  i n d e e d  t h e  u l t i m a t e  l i m i t a t i o n  o f  t h e  c o m b i n a t o r i a l  
a p p r o a c h  i s  t h e  s y n t h e s i s  a n d  s c r e e n i n g  o f  a  M I P  l i b r a r y  f o r  P e n i c i l l i n  G  b y  C e d e f i r  
e t  a l . ,  [ l o l l .  P e n i c i l l i n  G  w a s  n o t  s o l u b l e  i n  1 0 0 %  a c e t o n i t r i l e  b u t  c o u l d  b e  d i s s o l v e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  ( M A A ) .  O t h e r  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  w e r e  
e x a m i n e d  b u t  c o u l d n ' t  i n c r e a s e  t h e  s o l u b i l i t y  o f  P e n i c i l l i n  G .  H e n c e ;  M A A  w a s  
i n c l u d e d  i n  a l l  o f  t h e  M I P S  i n  t h e  l i b r a r y .  M A A  w a s  u s e d  a s  t h e  o n l y  f b n c t i o n a l  
m o n o m e r  o r  e l s e  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  M A M  o r  H E M A .  T h e  c r o s s - l i n k e r  w a s  e i t h e r  
T R l M  o r  E D M A .  T h e  r e b i n d i n g  w a s  a s s a y e d  b y  r a d i o l i g a n d  3 ~  l a b e l l e d  P e n i c i l l i n  G .  
T h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  K W  a n d  & p  w e r e  c a l c u l a t e d  a n d  K E W /  I& w a s  u s e d  t o  
i d e n t i f j r  t h e  m o s t  s u i t a b l e  M I P .  W i t h i n  t h e  s u b l i b r a r y  o f  M I P s  p r e p a r e d  w i t h  M A A  a s  
t h e  o n l y  m o n o m e r ,  t h e  g r e a t e s t  r e l a t i v e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  w a s  a c h i e v e d  w i t h  T R I M  
a s  t h e  c r o s s - l i n k e r  a n d  m o l a r  r a t i o s  o f  t e m p l a t e  -  M A A - T R I M  1 :  1 0 : 4 0 .  W h e r e a s ,  o f  
t h e  M l P s  p r o d u c e d  w i t h  b o t h  M A A  a n d  M A M ,  t h e  h i g h e s t  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  w a s  
a c h i e v e d  a l s o  w i t h  T R I M  a s  c r o s s - l i n k e r  w i t h  a  m o l a r  r a t i o  o f  t e m p l a t e - M A A - M A M -  
T R I M  o f  1 : 1 0 : 1 0 : 6 0 .  
T h e  b e s t  P e n i c i l l i n  G  s e l e c t i v e  M I P  c a n d i d a t e  i n  t h e  s c r e e n i n g  w a s  t h e n  s e l e c t e d  f o r  
c o m p e t i t i o n  s t u d i e s  w i t h  a  n u m b e r  o f  c o m p o u n d s  r e p r e s e n t i n g  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  
a n t i b i o t i c s  a n d  t h e  c r o s s  r e a c t i v i t y  o f  e a c h  a n t i b i o t i c  w a s  d e t e r m i n e d .  T h e  g r e a t e s t  
l e v e l  o f  c o m p e t i t i o n  w a s  s e e n  w i t h  a r n o x i c i l l i n  ( 1 9 % ) ,  a m p i c i l l i n  ( 1  5 % )  a n d  p e n i c i l l i n  
V  ( I % ) ,  w i t h  o t h e r s  t e s t e d  b e i n g  < 0 . 1 %  
s a v e  6 - a m i n o p e n e c i l l a n i c  a c i d .  T h e  
a n t i b i o t i c s  t h a t  s h o w e d  c r o s s  r e a c t i v i t y  a r e  a l l  f l - l a c t a r n  a n t i b i o t i c s  a n d  a r e  d e r i v a t i v e s  
o f  B a m i n o p e n e c i l l a n i c  a c i d .  
1 . 5 . 5  A p p l i c a b i l i t y  a n d  L i m i t a t i o n s  o f  t h e  C o m b i n a t o r i a l  A p p r o a c h  
T h e r e  i s  a  t r e n d  t o w a r d s  t h e  u s e  o f  s c r e e n i n g  t o  i d e n t i f y  s u i t a b l e  M I P s  f o r  s p e c i f i c  
t a r g e t  a n a l y t e s  a n d  n o  d o u b t  t h e y  a r e  a  s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t  o n  t h e  i n t u i t i o n  a n d  
t r i a l  a n d  e r r o r  a p p r o a c h e s .  B e c a u s e  a  l a r g e  n u m b e r  o f  p a r a m e t e r s  c a n  b e  v a r i e d  a n d  
o p t i m i s e d  a  c o m b m a t o r i a l  l i b r a r y  a p p r o a c h  i s  i n  t h e o r y  a  v i a b l e  s t r a t e g y .  I t  h a s  b e e n  
s h o w n  t h a t  t h i s  a p p r o a c h  i s  u s e f b l  f o r  p h e n y t o i n  [ I 0 0 1  a n d  h a s  y i e l d e d  M I P s  w i t h  h i g h  
s e l e c t i v i t i e s  f o r  t h e i r  l i g a n d s .  T h e  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  m e t h o d  w h i l s t  h a v e  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  l o o k i n g  f o r  o p t i m a l  h n c t i o n a l  m o n o m e r s  f o r  p h e n y t o i n  a n d  n i f e d i p i n e  
a n d  w h i l e  s y n t h e s i s i n g  a  u s e f b l  M I P  f o r  P e n i c i l l i n  G  [ l o l l  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  i n  s i t u  
s y n t h e s i s  o f  m o n o l i t h i c  M I P  l i b r a r i e s  i n  H P L C  v i a l s  -  t h e  s o  c a l l e d  " m i n i - M I P  
a p p r o a c h  p r o v e d  t o  b e  u n s u i t a b l e  f o r  a u t o m a t i o n  d u e  t o  s t a b i l i t y  d i f f i c u l t i e s  a n d  t h e  
i n s t a b i l i t y  o f  t h e  t e m p l a t e .  H e n c e ,  m o n o l i t h i c  p o l y m e r s  o f  a  s c a l e  l a r g e  e n o u g h  t o  
a l l o w  v i s u a l  i n s p e c t i o n  d u r i n g  p r e p a r a t i o n  a n d  p o l y m e r i s a t i o n  w e r e  r e q u i r e d  t h u s  
r e d u c i n g  t h e  p o t e n t i a l  h i g h  t h r o u g h p u t  o f  t h e  s y s t e m .  O n e  o f  t h e  g r e a t  p o t e n t i a l  
a d v a n t a g e s  o f  t h e  c o m b i n a t o r i a l  a p p r o a c h  i s  h i g h  t h r o u g h p u t  i n  t h e  s c r e e n i n g  o f  
o p t i m a l  M I P s  e s p e c i a l l y  i f  f a s t e r  s c r e e n i n g  m e t h o d s  t h a n  t h e  c u r r e n t l y  e m p l o y e d  
H P L C  o r  F I A  c o u l d  b e  f o u n d .  
A t  t h i s  p o i n t  i n  t h e  e v o l u t i o n  o f  c o m b i n a t o r i a l  m e t h o d s  f o r  M I P s ,  t h e y  h a v e  o n l y  b e e n  
u s e d  i n  d e t e r m i n i n g  o p t i m a l  f b n c t i o n a l  m o n o m e r s  -  j u s t  o n e  v a r i a b l e .  T h e r e  h a v e  
b e e n  f e w  r e p o r t s  o f  s c r e e n i n g  p o r o g e n  o r  i n i t i a t o r .  I t  i s  c l e a r  t h a t  c o m b i n a t o r i a l  
m e t h o d s  c a n  o n l y  b r i n g  p r e d i c t i n g  t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  M I P s  s o  f a r .  
1 . 5 . 6  R a t i o n a l e  f o r  d e s i g n e r  M I P s  
F o r  t h e  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  f i e l d  t o  f u l f i l  i t s  c o n s i d e r a b l e  p o t e n t i a l  a  g r e a t e r  
k n o w l e d g e  o f  i m p r i n t i n g  a t  t h e  p h y s i m c h e m i c a l  l e v e l  i s  r e q u i r e d .  A t  t h i s  p o i n t  i n  
t i m e ,  w h a t  i s  k n o w n  h a s  b e e n  c o m p r e h e n s i v e l y  r e v i e w e d  a b o u t  t h e  r e a c t i o n s  o n  a  
m o l e c u l a r  l e v e l  t h a t  u n d e r l i e s  t h e  i m p r i n t i n g  p r o c e s s  [ 9 7 ] .  T h e  a u t h o r s  h a v e  s p l i t  t h e  
m o l e c u l a r  l e v e l  e v e n t s  i n t o  t w o  s e c t i o n s .  F i r s t l y ,  t h e  p h y s i c a l  f a c t o r s  g o v e r n i n g  
t e m p l a t ~ m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  a n  e m p h a s i s  o n  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  i s  
d e s c r i b e d  a n d  s e c o n d l y ,  t h e  p h y s i c a l  m e c h a n i s m s  r e g u l a t i n g  M I P - l i g a n d  b i n d i n g  
e v e n t s  a r e  c o n s i d e r e d .  C o m p l e m e n t a r y  a p p r o a c h e s  t o  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  M I P S  -  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  N M R / I R  s p e c t r o s c o p y  -  h a v e  b o t h  y i e l d e d  i m p o r t a n t  
s t r u c t u r a l ,  t h e r m o d y n a m i c  a n d  c h e m i c a l  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  n a t u r e  a n d  
o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  S u c h  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  [ 1 0 2 ] ,  X - x  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  [ 2 3 ]  a n d  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n s  [ I 0 3 1  i n  t h e  s e l f - a s s e m b l y  o f  t h e  P P C .  
1 . 5 . 7  S p e c t r o s c o p i c  a n a l y s i s  o f  m o n o m e r - t e m p l a t e  i n t e r a c t i o n s  
T h e  f o r m a t i o n  o f  t e m p l a t e - m o n o m e r  s o l u t i o n  c o m p l e x e s  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
m i x t u r e  i s  t h e  b a s i s  f o r  m o l e c u l a r  m e m o r y .  T h e  g r e a t e r  o r  l e s s e r  s t r e n g t h  o f  t h e s e  
i n t e r a c t i o n s  -  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  i o n i c  b o n d i n g ,  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s ,  v a n  d e r  
W a a l s  f o r c e s  o r  r e v e r s i b l e  c o v a l e n t  b o n d s  i s  v i t a l  t o  t h e  r e b i n d i n g  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  
p o l y m e r .  I m p o r t a n t l y ,  t h e  e q u i l i b r i u m  p o s i t i o n  f o r  c o m p l e x e s  s e l f - a s s e m b l e d  i n  
s o l u t i o n  b e t w e e n  t e m p l a t e s  a n d  h n c t i o n a l  m o n o m e r s  ( A G )  w i l l  d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r  
o f  l i g a n d  b i n d i n g  s i t e s  a n d  t h e  d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  s i t e s  ( r e c e p t o r  h e t e r o g e n e i t y ) .  
C o n s e q u e n t l y ,  t h e  m o r e  s t a b l e  t h e  t e m p l a t e - m o n o m e r  c o m p l e x ,  t h e  h i g h e r  t h e  n u m b e r  
a n d  f i d e l i t y  o f  l i g a n d  r e c e p t o r s  t h a t  w i l l  b e  p r o d u c e d  d u r i n g  p o l y m e r i s a t i o n .  T h e  
s t r e n g t h  o f  t h e  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  i . e .  m o n o m e r - m o n o m e r ,  t e m p l a t e - t e m p l a t e ,  
t e m p l a t e - s o l v e n t  ( p o r o g e n s )  a n d  m o n o m e r - s o l v e n t  w i l l  i n f l u e n c e  t h e  p o s i t i o n  o f  
e q u i l i b r i u m  ( A G I , , , , ~ )  a n d  s u b s e q u e n t l y ,  t h e  q u a l i t y  o f  l i g a n d  r e c e p t o r  i n t e r a c t i o n s  i n  
t h e  r e s u l t a n t  M I P .  
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s ,  o t h e r  s y s t e m s  u s e d  t o  s t u d y  c o m p l e x a t i o n  i n  
s o l u t i o n  i n c l u d e  e l e c t r o c h e m i c a l  a n d  c a l o r i m e t r i c .  T h i s  d i s c u s s i o n  w i l l  c o n c e n t r a t e  
p r i m a r i l y  o n  N M R  s t u d i e s ,  a s  i t  i s  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m e t h o d  t o  s t u d y  
c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n .  N M R  s p e c t r o s c o p y  m e a s u r e s  
p a r a m e t e r s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  s t r u c t u r e  a n d  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  a  v a r i e t y  o f  s o l v e n t s .  
N u c l e a r  M a g n e t i c  s p e c t r o s c o p y  i n v o l v e s  t r a n s i t i o n  o f  a  n u c l e u s  f i o m  o n e  s p i n  s t a t e  t o  
a n o t h e r  w i t h  t h e  r e s u l t a n t  a b s o r p t i o n  o f  e l e c t r o m a g n e t i c  r a d i a t i o n  b y  s p i n  a c t i v e  
n u c l e i  ( h a v i n g  s p i n  n o t  e q u a l  t o  z e r o )  w h e n  t h e y  a r e  p l a c e d  i n  a  m a g n e t i c  f i e l d .  T h e  
e n e r g y  a s s o c i a t e d  w i t h  N M R  e x p e r i m e n t s  i s  i n c a p a b l e  o f  d i s r u p t i n g  e v e n  t h e  w e a k e s t  
o f  c h e m i c a l  b o n d s  [ 1 0 4 ] .  W h e n  t h e  s a m p l e  i s  p l a c e d  i n  t h e  m a g n e t i c  f i e l d ,  t h e  n u c l e i  
o f  t h e  a t o m s  a l i g n  w i t h  t h e  m a g n e t i c  f i e l d .  A  s e c o n d  t r a n s v e r s e  o s c i l l a t i n g  m a g n e t i c  
f i e l d  i s  s u p e r i m p o s e d .  T h e  N M R  e x p e r i m e n t  c o n s i s t s  o f  a p p l y i n g  s h o r t  p u l s e s  o f  
e n e r g y  i n  t h e  r a d i o  f i - e q u e n c y  ( R F )  r a n g e ,  t y p i c a l l y  4 0 - 8 0 0  M H z ,  t o  t h e  s a m p l e .  T h e s e  
p u l s e s  o f  R F  c a u s e  t h e  n u c l e i  t o  r o t a t e  a w a y  f r o m  t h e i r  e q u i l i b r i u m  p o s i t i o n  a n d  t h e y  
s t a r t  t o  r o t a t e  a r o u n d  t h e  a x i s  o f  t h e  m a g n e t i c  f i e l d .  T h e  e x a c t  f r e q u e n c y  a t  w h i c h  t h e  
n u c l e i  r e s o n a t e  i s  r e l a t e d  t o  b o t h  t h e  c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  a t o m  
i n  t h e  m o l e c u l e .  B y  u s i n g  d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  o f  R F  p u l s e s  a n d  d e l a y s  i t  i s  
p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  h o w  e a c h  a t o m  i n  t h e  m o l e c u l e  i n t e r a c t s  w i t h  o t h e r  a t o m s  i n  t h e  
m o l e c u l e .  
T h i s  i n d u c e s  t r a n s i t i o n s  b e t w e e n  e n e r g y  l e v e l s  a t  t h e  r e s p e c t i v e  r e s o n a n c e  
f r e q u e n c i e s .  T h e  m a g n e t i c  f i e l d  e x p e r i e n c e d  b y  a  n u c l e u s  i n  a  m o l e c u l e  i s  d i f f e r e n t  
f i o m  t h e  e x t e r n a l  f i e l d  w i t h  t h e  e x a c t  r e s o n a n c e  f r e q u e n c y  b e i n g  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  t h e  
c h e m i c a l  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  n u c l e u s  ( c h e m i c a l  s h i f t  6 ) .  C h e m i c a l l y  n o n - e q u i v a l e n t  
n u c l e i  i n  a  m o l e c u l e  a r e  t h e r e f o r e  d i f f e r e n t l y  s h i e l d e d  l e a d i n g  t o  s e p a r a t e  s i g n a l s  i n  
t h e  N M R  s p e c t r u m  ( o n l y  f o r  n u c l e i  w i t h  a  s p i n  q u a n t u m  n u m b e r  I f  0 ) .  T h e  a p p l i e d  
m a g n e t i c  f i e l d s  a r e  i n  t h e  r a n g e  o f  1 . 4 - 1 4 . 4  T  l e a d i n g  t o  p r o t o n  r e s o n a n c e  f r e q u e n c i e s  
o f  6 0 - 6 0 0  M H z .  I n t e r m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  w i l l  c h a n g e  t h e  c h e m i c a l  e n v i r o n m e n t  o f  
a  n u c l e u s ,  i n d u c i n g  c h a n g e s  i n  t h e  c h e m i c a l  s h i R  w h i c h  c a n  b e  m o n i t o r e d  [ 1 0 5 ] .  
N M R  s p e c t r o s c o p y  h a s  b e c o m e  t h e  m a i n  m e t h o d  u s e d  f o r  s t r u c t u r e  e l u c i d a t i o n ,  
k i n e t i c s  a n d  d y n a m i c s  o f  s u p r a m o l e c u l a r  c o m p l e x e s  i n  s o l u t i o n .  
N M R  h a s  b e e n  u t i l i s e d  b y  I d z i a k  e t  a l . ,  [ 1 0 6 ]  t o  p r e d i c t  t h e  e x t e n t  o f  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  t a r g e t  a n a l y t e  1 7  a - e t h y n y l e s t r a d i o l  ( 1  7 a - E E )  a n d  t h e  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  M A A  a n d  V P  i n  t h e  s o l v e n t s  t o l u e n e  a n d  m e t h y l e n e  c h l o r i d e .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e i r  b i n d i n g  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  M I P  t h a t  w a s  p r e p a r e d  i n  t o l u e n e  
w i t h  V P  a s  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  h a d  a  h i g h  a f f i n i t y  f o r  t h e  t e m p l a t e  i n  t o l u e n e .  A s  t h e  
1 7  a - e t h y n y l e s t r a d i o l  w a s  o n l y  s p a r i n g l y  s o l u b l e  i n  t o l u e n e  b u t  c o u l d  b e  b r o u g h t  i n t o  
s o l u t i o n  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  e i t h e r  o f  t h e  m o n o m e r s ,  i t  w a s  l i k e l y  t h a t  a  h y d r o g e n  
b o n d e d  c o m p l e x  e x i s t e d  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r s  i n  t o l u e n e .  T h i s  w a s  
v e r i f i e d  b y  t h e  u s e  o f  ' H - N M R .  T h e  a d d i t i o n  o f  m o n o m e r  s u b s t i t u t e s  t o  t h e  1 7 a  E E  
s o l u t i o n s  r e s u l t e d  i n  a  d o w n f i e l d  s h i f t  o f  t h e  3 - O H  a n d  t h e  1 7 - O H  p r o t o n s .  F o r  t h e  
s a k e  o f  s i m p l i c i t y  a n d  c l a r i t y  o f  t h e  s p e c t r u m ,  a c e t i c  a c i d  a n d  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  
w e r e  s u b s t i t u t e d  f o r  h 4 A A  a n d  V P  r e s p e c t i v e l y .  P y r i d i n e  ( V P )  s h o w e d  a  3 - O H  
d o w n f i e l d  s h i R  o f  4 . 5 5  i n  t o l u e n e  a n d  3 . 5 8  i n C D z C l 2 ,  w i t h  1 7 - O H  d o w n f i e l d  s h i f t s  o f  
1 . 4 8  a n d  1 . 2 0  r e s p e c t i v e l y .  A s  r e g a r d s  a c e t i c  a c i d ,  i n  t o l u e n e ,  a  3 - O H  d o w n f i e l d  s h i f t  
o f  3 . 2 3  w a s  o b s e r v e d .  T h e  1 7 - O H  p r o t o n  s i g n a l  i n  t h e  a c e t i c  a c i d  s p e c t r u m  i n  t o l u e n e  
w a s  n o t  d e t e d a b l e .  T h e  a b o v e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  1 . 2 :  
T a b l e  1 . 2  B i n d i n g  c a p a c i t y  o f  E E  M I P S ,  m e a s u r e d  b y  r a d i o a s s a y  a s  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  E E  b o u n d  t o  t h e  p o l y m e r ,  c o r r e l a t e d  t o  t h e  c h a n g e  i n  N M R  s h i f t  o f  
t h e  E E  h y d r o x y l  p r o t o n s  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  p y r i d i n e  d5 o r  a c e t i c  a c i d  
i n  n o n - p o l a r  s o l v e n t s .  R e p r o d u c t i o n  o f  T a b l e  1  f r o m  I d z i a k  e t  a l . ,  [ 1 0 6 ]  
.  . .  .  .  
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= N o t  d e t C F t o h k l  
N e i t h e r  t h e  3 - O H  n o r  t h e  1 7 - O H  w a s  f o u n d  i n  t h e  s p e c t r u m  r u n  w i t h  a c e t i c  a c i d  i n  
C D 2 C 1 2 . T h e  d a t a  o b t a i n e d  f i o m  t h e  N h 4 R  s p e c t r a  c l e a r l y  s h o w  t h a t  p y r i d i n e  f o r m s  
s t r o n g e r  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  1 7 a - E E  t h a n  a c e t i c  a c i d  a n d  t h a t  t o l u e n e  i s  t h e  b e t t e r  
s o l v e n t  t o  p r o m o t e  t h i s  k i n d  o f  c o m p l e x a t i o n .  T h u s ,  t h e  N M R  m o d e l  s t u d y  r e s u l t s  a r e  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  d e m o n s t r a t e d  s u p e r i o r  a f f i n i t y  a n d  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  V P  c o n t a i n i n g  
M I P  i n  t o l u e n e .  
C h e m i c a l  s h i f t s  a n d  l i n e  b r o a d e n i n g  i n t e r p r e t a t i o n s  [ 6 4 ]  h a v e  a l s o  s h o w n  t h e  
e s t a b l i s h m e n t  o f  M A A - p h e n y l a l a n i n e  a n h y d r i d e  c o m p l e x e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  t e m p l a t e - t e m p l a t e  c o m p l e x e s  w a s  a l s o  s u g g e s t e d .  N M R  s t u d i e s  h a v e  a l s o  
b e e n  u s e d  b y  t o  c a l c u l a t e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a n d  a s  s u c h  p r e d i c t  b i n d i n g  c a p a c i t i e s  
o f  M I P ' s .  A n s e l l  a n d  H u a h  [ 1 0 7 ]  h a v e  e m p l o y e d  N M R  t i t r a t i o n s  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  
t h e r e  i s  a  v e r y  s t r o n g  ' s t o i c h i o m e t r i c '  & -  1 0 0 0 0  I N 1 )  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  e p h e d r i n e  
a n d  a  s i n g l e  M A A  m o l e c u l e .  P o l y m e r s  p r e p a r e d  w i t h  t h i s  1 : l  r a t i o  w e r e  c a p a b l e  o f  
e n a n t i o s e p a r a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w a s  n o t i c e d  t h a t  h i g h e r  m o n o m e r :  t e m p l a t e  r a t i o s  
c a u s e d  c h a n g e s  i n  t h e  N M R  s i g n a l s .  T h i s  w a s  s e e n  a s  b e i n g  i n d i c a t i v e  o f  a t  l e a s t  o n e  
m o r e  M A A  m o l e c u l e  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  a m i n e  g r o u p  o f  e p h e d r i n e .  D o n g  e l  a ] . ,  
[ l o 8 1  h a v e  u s e d  ' H - N M R  s p e c t r o s c o p y  t o  s h o w  t h a t  t h e  H - b o n d  b e t w e e n  t h e o p h y l l i n e  
a n d  M A A  i s  t h e  m a j o r  f o r c e  i n  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n ,  a n d  t h i s  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  
a f f e c t e d  b y  t h e  s o l v e n t  u s e d  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s .  F i g u r e  1 . 1 4  s h o w s  H - N M R  
s p e c t r a  f k o m  D o n g  e t  a l . ,  [ I 0 8 1  d e m o n s t r a t i n g  t h e  c h e m i c a l  s h i l l s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
t h e o p h y l l i n e / M A A  c o m p l e x  i n  C D C 1 3  s o l u t i o n .  
F i g u r e  1 . 1 3  s h o w s  c h e m i c a l  s h i f t s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t h e o p h y l l i n e / M A A  c o m p l e x  i n  
CDC13 s o l u t i o n .  R e p r o d u c e d  f r o m  D o n g  et ul., [ l w  
N o m a c h i  e t  a l . ,  [ l o g ]  p e r f o r m e d  a n  N M R  s t u d y  i n v e s t i g a t i n g  t h e  s o l v e n t  e f f e c t s  o n  
t h e  i n t e r a c t i o n  o f  M A A  w i t h  m e l a t o n i n .  T h e y  s t a t e d  t h a t  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  
t h e  t e m p l a t e ,  t h e  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  t h e  s o l v e n t  c a n  b e  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  
c h e m i c a l  s h i f t s  i n  t h e  ' H  N h 4 R  s p e c t r a .  T h e  d a t a  s u g g e s t e d  t h a t  m e l a t o n i n  f o r m s  
s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  T H F  a n d  M e C N  r e l a t i v e  t o  w h e n  C H C L  w a s  u s e d  a s  
s o l v e n t .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  r a t i o  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  m e l a t o n i n  a n d  
t h e  s o l v e n t  r e l a t i v e  t o  t h a t  b e t w e e n  m e l a t o n i n  a n d  M A A  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f a c t o r  
f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  e f f e c t i v e  i m p r i n t i n g  s i t e s .  A  s e r i e s  o f  m e t o c l o p r a m i d e  ( M C P )  
M I P S  w e r e  p r e p a r e d  b y  X u  e t  a l . ,  [ 1 1 0 ] .  U t i l i z i n g  M A A  o r  2 V P  a s  f b n c t i o n a l  
m o n o m e r  a n d  c h l o r o f o r m ,  a c e t o n i t r i l e  o r  m e t h a n o l  a s  p o r o g e n ,  t h e  a f f ~ n i t y  a n d  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e s e  p o l y m e r s  w e r e  e v a l u a t e d  b y  e q u i l i b r i u m  b i n d i n g  e x p e r i m e n t s .  
' H  N M R  s t u d i e s  o n  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  
a n a l o g u e s ,  a c e t i c  a c i d  a n d  d s - p y r i d i n e ,  w e r e  p e r f o r m e d  i n  t h e  s a m e  s o l v e n t s  t h a t  w e r e  
u s e d  a s  p o r o g e n s .  A  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  t o  e x i s t  b e t w e e n  t h e  b i n d i n g  s t r e n g t h  a n d  
s p e c i f t c i t y  o f  a  p a r t i c u l a r  p o l y m e r  a n d  t h e  e x t e n t  o f  m o n o m e r - t e m p l a t e  i n t e r a c t i o n s  
s h o w n  b y  t h e  c o r r e s p o n d i n g  N M R  s p e c t r a .  T h e  a d d i t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  t o  s o l u t i o n s  o f  
M C P  i n  C D C 1 3  o r  C D 3 C N  r e s u l t e d  i n  0 . 2 4 - 0 . 6 5  p p m  s h i f t s  o f  a  n u m b e r  o f  r e s o n a n c e s  
a r i s i n g  f r o m  p r o t o n s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  b a s i c  t e r t i a r y  n i t r o g e n .  T h e  r e l a t i v e  l a r g e  
s h i f t  o f  t h e  p r o t o n s  i n d i c a t e s  t h a t  p r o t o n a t i o n  o f  t h e  t e r t i a r y  a r n i n e  a n d  s u b s e q u e n t  
i n t e r a c t i o n ,  b y  i o n  p a i r i n g  w i t h  t h e  c a r b o x y l a t e  a n i o n ,  r e s u l t s  i n  a  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  
i n  t h e  m a g n e t i c  e n v i r o n m e n t  o f  a d j a c e n t  p r o t o n s .  W h e n  c h l o r o f o r m  o r  a c e t o n i t r i l e  
w a s  u s e d  a s  s o l v e n t ,  t h e  c h e m i c a l  s h i f t s  o f  t h e  p r o t o n s  o f  t h e  a m i n o  g r o u p  ( m )  a n d  
a m i d o  g r o u p  ( C O N H )  w e r e  d o w n f i e l d  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  a c e t i c  a c i d .  T h i s  
p r o v i d e s  c l e a r  e v i d e n c e  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  t h e s e  t w o  g r o u p s  o f  M C P  a n d  
c a r b o x y l  g r o u p  o f  a c e t i c  a c i d .  T h e  a u t h o r s  [ I 1 0 1  w e n t  o n  t o  d e s c r i b e  t h a t  w h e n  
m e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  s o l v e n t ,  n o  o b s e r v a b l e  c h e m i c a l  s h i f t s  o f  t h e  p r o t o n s  o f  N H 2  
a n d  C O N H  w e r e  s e e n .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  m e t h a n o l  h a s  s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d i n g  
a b i l i t y  a n d  c a n  e f f i c i e n t l y  c o m p e t e  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r  t h e  f b n c t i o n a l  
g r o u p s  o f  t h e  t e m p l a t e .  T h u s ,  i t  c a n  w e a k e n  o r  b l o c k  t h e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o g e n  
b o n d i n g  b e t w e e n  t h e  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  t h e  t e m p l a t e .  F i g u r e  1 . 1 5  d e m o n s t r a t e s  
t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  f o r  M C P  w i t h  M A A  i n  t h e  
d i f f e r e n t  s o l v e n t s .  
F i g u r e  1 . 1 5  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  t e m p l a t + m o n o m e r  c o m p l e x e s  
i n  d i f f e r e n t  p o r o g e n s .  R e p r o d u c e d  f r o m  X u  et a l . ,  [ I 1 0 1  
N M R  t h e n  i s  a  v i t a l  t o o l  f o r  e s t i m a t i n g  b o t h  q u a l i t a t i v e l y  a n d  q u a n t i t a t i v e l y  c o m p l e x  
f o r m a t i o n .  T w o  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  t e c h n i q u e s  i n  N M R  f o r  t h e  s t u d y  o f  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  a r e  t h e  m o l e  r a t i o  m e t h o d  a n d  J o b  p l o t  m e t h o d  [ 1 0 4 , 1 0 5 ]  a n d  b o t h  a r e  
c o n s i d e r e d  i n  1 . 5 . 7 . 1  a n d  1  S . 7 . 2  r e s p e c t i v e l y .  
1 . 5 . 7 . 1  
N M R  t i t r a t i o n  s t u d i e s :  m o l e  r a t i o  m e t h o d  
C o m p l e x a t i o n  e v e n t s  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n  s u c h  a s  h y d r o g e n  b o n d i n g  
a n d  x - z  s t a c k i n g  m a y  b e  o b s e r v e d  b y  ' H  N M R  t i t r a t i o n  e x p e r i m e n t s .  I n  N M R  t i t r a t i o n  
s t u d i e s ,  m e a s u r e m e n t s  a r e  p e r f o r m e d  a t  v a r i a b l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  o n e  c o m p o n e n t  a n d  
a t  a  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  o t h e r  c o m p o n e n t .  T h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a r e  
s e l e c t e d  s u c h  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  c o m p l e x a t i o n  i s  h i g h .  T h e  c h a n g e s  o f  N M R  s h i f t s  o f  
i n d e p e n d e n t  s i g n a l s  u p o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a r e  u s e d  t o  m o n i t o r  c o m p l e x  f o r m a t i o n  
a n d  c a l c u l a t e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .  G i v e n  a  r a p i d  e x c h a n g e  b e t w e e n  l i g a n d  L  a n d  
s u b s t r a t e  S ,  a  s h a r p  s i g n a l  i s  o b s e r v e d  a t  a  m e a n  w e i g h t e d  s h i f t  b e t w e e n  t h e  s i g n a l s  
f o r  f r e e  a n d  c o m p l e x e d  c o m p o u n d :  
6 0 ~ s  = 6 0 N s  +  ~ S D S L  
E q n  1 . 1  
w i t h  6 0  a n d  6 s ~  
c h e m i c a l  s h i f t s  o f  a  m o n i t o r e d  n u c l e u s  i n  t h e  f r e e  ( S )  a n d  
c o m p l e x e d  ( S L )  s t a t e  
N s  a n d  N S ~  
m o l a r  f r a c t i o n s  o f  t h e  f r e e  a n d  c o m p l e x e d  s t a t e .  
E q n  1 . 2  
W i t h  K  e q u i l i b r i u m  c o n s t a n t  
[ L ]  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n  
1 . 5 . 7 . 2  
M e t h o d  o f  c o n t i n u o u s  v a r i a t i o n  -  J o b s  m e t h o d  
I n  t h e  m e t h o d  o f  c o n t i n u o u s  v a r i a t i o n  [ I  1 1 1 ,  a  s e r i e s  o f  m i x e d  s o l u t i o n s  o f  S  a n d  L  a r e  
p r e p a r e d  s u c h  t h a t  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  [ S ] + [ L ]  i s  k e p t  c o n s t a n t  w h i l e  t h e  r a t i o  
[ S ] / b ]  v a r i e s .  A  p r o p e r t y  o f  t h e  m i x t u r e  s u c h  a s  t h e  a b s o r p t i o n  ( o p t i c a l  s p e c t r o s c o p y )  
o r  t h e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  (NMR s p e c t r o s c o p y )  i s  p l o t t e d  a s  a  h n c t i o n  o f  t h e  
m o l a r  f r a c t i o n  o f  o n e  o f  t h e  t w o  c o m p o n e n t s .  I f  b o t h  S  a n d  L  h a v e  a  n o n - z e r o  
a b s o r b a n c e  a t  t h e  m e a s u r e d  w a v e l e n g t h ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  f i e e  s p e c i e s  a t  e a c h  
m o l a r  f r a c t i o n  i s  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  o b s e r v e d  v a l u e  o f  t h e  m i x t u r e .  A n  e x t r e m e  v a l u e  
i n  t h e  g r a p h  -  m a x i m u m  o r  m i n i m u m  -  i n d i c a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c o m p l e x  w i t h  a  
c o m p o s i t i o n  o f  S & ,  w h e r e  t h e  m o l a r  r a t i o ,  x ,  a t  t h e  e x t r e m e  r e p r e s e n t s  t h e  
c o m p l e x a t i o n  s t o i c h i o m e t r y  a c c o r d i n g  t o :  
E q n  1 . 3  
A  m a x i m u m  a p p e a r i n g  a t  e . g .  x = 0 . 5  i n d i c a t e s  t h a t  a  1 : 1  ( o r  2 : 2 )  c o m p l e x  i s  t h e  
p r e d o m i n a n t  s t r u c t u r e  a t  e q u i l i b r i u m  c o n d i t i o n s .  J o b  p l o t  a n a l y s i s  i s  a  v a l u a b l e  t o o l  i n  
d e t e r m i n i n g  c o m p l e x  s t o i c h i o m e t r i e s  s i n c e  i t  a l s o  a l l o w s  d e t e r m i n a t i o n  o f  
s t o i c h i o m e t r i e s  o t h e r  t h a n  1  :  1  [ 1 1 2 ] .  
A  m e t h o d  b a s e d  o n  U V  t i t r a t i o n  h a s  b e e n  u s e d  t o  c a l c u l a t e  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s .  T h e  
p o s s i b i l i t y  o f  t e m p l a t e - t e m p l a t e  s e l f - a s s o c i a t i o n  s h o u l d  b e  i n c l u d e d  i n  m o d e l s  
d e s c r i b i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  m o n o m e r - t e m p l a t e  r a t i o  a n d  s a m p l e  l o a d  o n  t h e  
r e t e n t i o n  a n d  s e l e c t i v i t y  [ 1 1 3 ] .  T h e  a u t h o r s  e x a m i n e d  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  m o n o m e r -  
t e m p l a t e  r a t i o  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  o n  t h e  r e c o g n i t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  
t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r .  ( - ) N i c o t i n a m i d e  M l P s  w e r e  s y n t h e s i s e d  a n d  e v a l u a t e d  i n  t h e  
H P L C  m o d e .  D i f f e r e n t  t e m p l a t e - m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  e x i s t  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
m i x t u r e ,  w h i c h  c a n  t o  a  g r e a t e r  o r  l e s s e r  e x t e n t ,  a f f e c t  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  r e s u l t a n t  
M I P .  T h e  a b o v e  i s  d e s c r i b e d  b y  t h e  t e r m  Z A G p  -  t h e  s u m  o f  t h e  i n t e r a c t i n g  p o l a r  
g r o u p  m o l e c u l e s .  T h e  u s e  o f  2 - ( t r i f l u o r o m e t h y l )  a c r y l i c  a c i d  a s  a  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  
h a s  b e e n  d e s c r i b e d  [ I 1 4 1  a n d  i t  w a s  s h o w n  t h a t  i t  c a n  b e  u s e d  t o  i n c r e a s e  o r  i m p r o v e  
l i g a n d  r e c o g n i t i o n .  
A t  m o n o m e r  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h e r e  t h e  r e s p e c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  c u r v e s  l e v e l  o f f ,  
c o m p l e x a t i o n  i s  a s s u m e d  c o m p l e t e  a n d  h i g h e r  m o n o m e r  c o n c e n t r a t i o n s  w i l l  
c o n t r i b u t e  o n l y  t o  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  a n d  c o u n t e r a c t  t h e  s e p a r a t i o n .  K n o w l e d g e  o f  
t h e  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  t h e  m o n o m e r  i n  s o l u t i o n  m a y  t h u s  
b e  u s e d  t o  p r e d i c t  s u i t a b l e  s t a r t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o m e r  a n d  t e m p l a t e ,  l e a d i n g  
t o  a  l a r g e r  f i a c t i o n  o f  h i g h  a f f i n i t y  s i t e s .  T h e  l a t t e r  p a r a m e t e r  i s  o f  p a r t i c u l a r  
i m p o r t a n c e  w h e n  t h e  t e m p l a t e  i s  a v a i l a b l e  o n l y  i n  s m a l l  a m o u n t s ,  w h e n  i t  i s  p o o r l y  
s o l u b l e  i n  c o m m o n  d i l u e n t s  o r  w h e n  o n l y  a  l i m i t e d  s a t u r a t i o n  c a p a c i t y  i s  r e q u i r e d .  
D e t a i l e d  s t u d i e s  o n  t h e  P P C  p r o v i d e s  e s s e n t i a l  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  p r e f e r r e d  r a t i o s  
b e t w e e n  t e m p l a t e  a n d  h n c t i o n a l  m o n o m e r  w i t h i n  t h e  f o r m e d  c o m p l e x e s ,  s o l v e n t  
e f f e c t s ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  c r o s s  l i n k e r  o n  t h e  c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  a n d  t h e  t y p e s  o f  
o c m r r i n g  m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s .  A s  a  r e s u l t  o f  t h i s ,  s p e c t r o s c o p i c  s t u d i e s  o f  P P C  
m i x t u r e s  p r o v i d e  r e l e v a n t  d a t a  o n  t h e  i m p r i n t i n g  p r o c e s s .  T h e  m a j o r i t y  o f  s t u d i e s  h a v e  
u s e d  e i t h e r  ' H  N M R  o r  W - v i s i b l e  s t u d i e s  t o  i n v e s t i g a t e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  i n  p o r o g e n i c  s o l v e n t s .  C o m p l e m e n t i n g  N M R  a n d  W  m e t h o d s  b y  I T C  a n d  
F T l R  s h o u l d  a u g m e n t  t h e  o b t a i n e d  r e s u l t s  f o r  a  r a t i o n a l  a s s e s s m e n t  o f  o p t i m i s e d  
p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  b a s e d  o n  a d d i t i o n a l  v a l i d a t i o n / c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  d e r i v e d  
m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s .  
T h e  f o r m a t i o n  o f  m u l t i p l e  n o n - c o v a l e n t  b o n d s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e  a n d  t h e  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i s  v i t a l  f o r  t h e  s u c c e s s  o f  a  n o n - c o v a l e n t  i m p r i n t i n g  s t r a t e g y  
[ 1 1 5 ] .  T h e  o b s e r v a t i o n  o f  b o n d  f o r m a t i o n  d u r i n g  s e l f - a s s e m b l y  i n  s o l u t i o n  a i d s  i n  
p r e d i c t i n g  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  a  h n c t i o n a l  m o n o m e r  t o  a s s o c i a t e  w i t h  a  p a r t i c u l a r  t a r g e t  
s p e c i e s .  N M R  t i t r a t i o n  e x p e r i m e n t s  f a c i l i t a t e  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  H  b o n d  f o r m a t i o n .  
T h i s  i s  c o n f i r m e d  b y  s t u d i e s  o n  t h e  b o n d i n g  b e t w e e n  n u c l e i c  a c i d  b a s e s  a n d  
c a r b o x y l i c  a c i d  b a s e s  [ I 1 6 1  a n d  H  b o n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  [ 1 1 7 ] .  
E v a l u a t i n g  t h e  s h i f t  o f  a  p r o t o n  s i g n a l  d u e  t o  p a r t i c i p a t i o n  i n  a  h y d r o g e n  b o n d  w a s  
u s e d  a s  a  s e l e c t i o n  c r i t e r i o n  f o r  s u i t a b l e  m o n o m e r s  a n d  d e r i v i n g  d a t a  o n  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  r a t i o s  a n d  i n t e r a c t i n g  f o r c e s  [ 1 1 8 ] .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  
c h e m i c a l  s h i f t s  b y  N M R  e n a b l e s  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  a s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  [ 1 1 9 ] .  I n  
a d d i t i o n ,  c o m p l e x a t i o n  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  b e t w e e n  4 - L -  
p h e n y l a l a n y l a m i n o p y r i d i n e  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  ' H  N M R  a n d  U V - V I S  s p e c t r o s c o p y  
[ 1 2 0 ] ,  i n v e s t i g a t i n g  t h e  m e c h a n i s m s  o f  c h i r a l  r e c o g n i t i o n .  W h i l e  t h e s e  a n d  s i m i l a r  
N M R  e x p e r i m e n t s  r e v e a l  t h e  p o t e n t i a l  f o r  N M R  e x p e r i m e n t s  i n  e l u c i d a t i n g  t h e  n a t u r e  
o f  m o l e c u l a r  l e v e l  i n t e r a c t i o n s  i n  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e s ,  t h e  r e s u l t s  a l s o  
i n d i c a t e  l i m i t a t i o n s  w h e n  d e a l i n g  w i t h  m o r e  c o m p l e x  s y s t e m s .  
U V  s p e c t r o s c o p y  h a s  b e e n  u s e d  i n  t i t r a t i o n  e x p e r i m e n t s  f o l l o w i n g  t h e  s a t u r a t i o n  o f  
t e m p l a t e  m o l e c u l e s  w i t h  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  b u i l d i n g  b l o c k s  b y  r e c o r d i n g  c h a n g e s  o f  
a b s o r b a n c e  s p e c t r a .  B a s e d  o n  t h e s e  s t u d i e s  r a p i d  e s t i m a t i o n  o f  t h e  e x t e n t  o f  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  w i t h  t e m p l a t e s  s u c h  a s  t h e  d i p e p t i d e  N - a c e t y l - L - p h e n y l a n a n i n y l - L -  
t r y p t o p h a n y l  m e t h y l  e s t e r  [ I 2 1 1  a n d  n i c o t i n e  [ I 2 2 1  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  B i n d i n g  p l o t s  
f i o m  W  s t u d i e s  a l l o w e d  t h e  c a l c u l a t i o n  a p p a r e n t  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  a n d  AG 
v a l u e s .  
1 . 5 . 8  S o l v e n t  c o n s i d e r a t i o n s  
A  s e r i e s  o f  D - p h e n y l a l a n i n e  M l P s  w a s  p r e p a r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i f f e r i n g  d i l u e n t s  
w i t h  d i f f e r i n g  h y d r o g e n  b o n d i n g  p r o p e r t i e s  a n d  p o l a r i t i e s  a n d  t h e  s t r u c t u r e ,  p o r e  
v o l u m e  a n d  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  M l P S  w e r e  t h e n  e x a m i n e d  a n d  r e c o g n i t i o n  ( r e b i n d i n g )  
b y  H P L C  [ 1 2 3 , 1 2 4 ] .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  d i l u e n t  
w a s  t h e  o n l y  v a r i a b l e  t h a t  c o r r e s p o n d e d  w i t h  t h e  r e c o g n i t i o n  p r o p e r t i e s  h e n c e ,  M I P S  
p r e p a r e d  u s i n g  t h e  p o o r l y  h y d r o g e n  b o n d e d  d i l u e n t s  s h o w e d  b e t t e r  ( e n a n t i o )  
s e l e c t i v i t y  t h a n  t h o s e  w i t h  g r e a t e r  h y d r o g e n  p r o p e r t i e s ,  t h u s ,  i t  c o u l d  b e  c o n c l u d e d  
t h a t  t h e r e  i s  n o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  m o r p h o l o g y  a n d  s e l e c t i v i t y  i n  t h i s  s y s t e m .  T h i s  
w o r k  a g r e e s  w i t h  o t h e r  s t u d i e s  s h o w i n g  M I P  t a r g e t i n g  t o w a r d s  l e s s  p o l a r  l i g a n d s  
i n t e r a c t i n g  e l e c t r o s t a t i c a l l y  w i t h  t h e  m o n o m e r  [ 1 2 6 ] .  I n  t h e  c a s e  o f  s t r o n g  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  i n  h y d r o g e n  b o n d e d  i o n  p a i r s ,  p o l y m e r i s a t i o n  c a n  b e  p e r f o r m e d  i n  
r e l a t i v e l y  c o m p e t i t i v e  s o l v e n t s  s u c h  a s  m i x t u r e s  o f  a l c o h o l  a n d  w a t e r  w i t h  g o o d  
r e b i n d i n g  s e l e c t i v i t i e s  [ 1 2 7 ] .  I n c r e a s i n g  t h e  a q u e o u s  c o n t e n t  i s  u s e d  f o r  i m p r i n t i n g  o f  
t e m p l a t e s  o f  l o w e r  p o l a r i t i e s  t h a t  i n t e r a c t  b y  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  
m o n o m e r  [ 1 2 8 ] .  I t  i s  a p p a r e n t  t h e n  t h a t  t h e  s o l v e n t  c a n  f a c i l i t a t e  o r  p r e c l u d e  t h e  
f o r m a t i o n  o f  s t r o n g  c o m p l e x  i n t e r a c t i o n s  a s  w e l l  a s  a f f e c t  m o r p h o l o g y .  I n  b o t h  o f  
t h e s e  r e s p e c t s  t h e  s o l v e n t  t h e n  h a s  c o m p r e h e n s i v e  i n f l u e n c e  o n  t h e  s h a p e  o f  t h e  
r e s u l t a n t  b i n d i n g  c a v i t y  p r o d u c e d  i n  t h e  r e s u l t a n t  M I P .  
1 . 6  M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h e s  
B e s i d e s  t h e  a p p r o a c h e s  d e s c r i b e d  s o  f a r  t h e  o p t i m i s a t i o n  o f  M I P  s y n t h e s i s  
i n c r e a s i n g l y  u t i l i s e s  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  b a s e d  o n  c o m p u t a t i o n a l  a n a l y s i s  [  1 2 9 1 .  I n  
p r i n c i p l e  t h i s  a p p r o a c h  m a y  b e  p e r f o r m e d  w i t h o u t  e m p i r i c a l  k n o w l e d g e  o f  t h e  
c o m p l e x  i n  q u e s t i o n .  H o w e v e r  t h e  p r e s e n c e  o f  a n a l y t i c a l  d a t a  c a n  e s t a b l i s h  a  p l a t f o r m  
f o r  e x t e n s i v e  m o d e l l i n g  o f  c o m p l e x  s y s t e m s  i n c l u d i n g  p r o d u c t i o n  o f  d a t a  r e l a t e d  t o  
t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i n  s o l u t i o n  o r  t h e  b i n d i n g  e v e n t s .  
M o l e c u l a r  d y n a m i c s  m e t h o d s  a l l o w  s t u d y i n g  c o m p l e x  m a c r o s c o p i c  s y s t e m s  o r  
p r o c e s s e s  b y  c o n s i d e r i n g  s m a l l  r e p l i c a t i o n s  o f  t h e  i n v e s t i g a t e d  s y s t e m s .  T h e  r e l a t i v e l y  
s m a l l  a m o u n t  o f  m o l e c u l e s  a l l o w s  g e n e r a t i n g  o p t i m i s e d  c o n f i g u r a t i o n s  o n  a n  e n e r g y  
w & c e  p r o v i d i n g  s t r u c t u r a l  a n d  t h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s .  H o w e v e r ,  c o m p r e h e n s i v e  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  i s  c h a l l e n g i n g  m o s t l y  d u e  t o  l i m i t a t i o n s  c o m p u t a t i o n a l  
d i f f i c u l t i e s  a n d  t h e  l i m i t e d  a c c u r a c y  o f  t h e  f o r c e  f i e l d s  c h a r a c t e r i s i n g  t h e  i n t e r a t o m i c  
d i s t a n c e s .  W h i l e  p r e d i c t i v e  m o d e l l i n g  i s  a  % r e  a s p e c t  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h e s  
c e r t a i n l y  h a v e  t h e  s h o r t  t e r m  p o t e n t i a l  f o r  a  m o r e  r a p i d  e v a l u a t i o n  o f  p a r a m e t e r s  
i n t r i n s i c  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  a n d  f o r  f a c i l i t a t i n g  r a t i o n a l  d e s i g n  a n d  o p t i m i s a t i o n  
o f  M l P  s y n t h e s i s .  
T o  e l u c i d a t e  t h e  t r u e  n a t u r e  o f  t h e  P P C  i n  t e r m s  o f  u n d e r s t a n d i n g  t h e  f a c t o r s  t h a t  d r i v e  
r e b i n d i n g  o f  t h e  M I P  t o  a  p a r t i c u l a r  t e m p l a t e  a n d  s e l e c t i v e  d i s c r i m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  
t e m p l a t e  a n d  s i m i l a r  c o m p o u n d s ,  a  m o r e  f u n d a m e n t a l  k n o w l e d g e  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  P P C  a n d  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  i t s  i m m e d i a t e  e n v i r o n m e n t  i . e .  s o l v e n t  ( o r  
p o r o g e n )  i s  r e q u i r e d .  T h i s  c a n  b e  a c h i e v e d  i n  a  n u m b e r  o f  w a y s ,  n a m e l y  m o l e c u l a r  
a n d  N M R  s p e c t r o s c o p y  o r  b y  t h e  e m p l o y m e n t  o f  c o m p u t a t i o n a l  a n a l y s i s  b a s e d  o n  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g .  M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  i t s e l f  h a s  a t t r a c t e d  s i g n i f i c a n t  a t t e n t i o n  
t h r o u g h o u t  t h e  h i s t o r y  o f  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h  t o  M I P S .  T h e  S y b y l  s o f t w a r e  
[ 1 3 0 ] ,  ( w w w . t r i p o s . c o m )  i n c o r p o r a t i n g  t h e  L E A P  a l g o r i t h m  w a s  e m p l o y e d  [ 1 3 1 ]  t o  
g e n e r a t e  a  l i b r a r y  o f  k n c t i o n a l  m o n o m e r s  a n d  s c r e e n  t h e m  a g a i n s t  t e m p l a t e s .  E a c h  
t e m p l a t e - m o n o m e r  c o m p l e x  w a s  t h e n  g i v e n  a  b i n d i n g  e n e r g y  s c o r e  a n d  t h e  m o n o m e r  
s h o w i n g  t h e  h i g h e s t  s c o r e  w a s  d e e m e d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  a  s u b s e q u e n t  M I P .  T h i s  a p p r o a c h  h a s  p r o v e n  s u c c e s s f u l  f o r  a p p l i c a t i o n  
t o  t h e  c u s t o m  s y n t h e s i s  o f  n u m e r o u s  p o l y m e r s  b y  t h e  g r o u p  o f  P i l e t s k y .  D o c k i n g  
s t u d i e s  [ I 3 2 1  h a v e  p r o v e n  s u c c e s s f b l  i n  u n d e r s t a n d i n g  t h e  m o l e c u l a r  c o n f o r m a t i o n  o f  
t e m p l a t e - m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  s i t e  m a p p i n g  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  
s h o w n  t o  b e  e f f e c t i v e  i n  i d e n t i @ i n g  c h e m i c a l  g r o u p s  f o r  s e l e c t i v e  i n t e r a c t i o n s  a n d  
s p a t i a l  i n f o r m a t i o n .  M a n y  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s o f t w a r e  p a c k a g e s  a r e  c a p a b l e  o f  t h i s  
a p p r o a c h ,  h o w e v e r  o f t e n  t h e  e f f e c t  o f  t h e  s o l v e n t  i s  n e g l e c t e d  a n d  t h e  e n e r g y  
c a l c u l a t i o n  p e r f o r m e d  i n  v a c u o .  T h i s  c a n  m a n i f e s t  i t s e l f  i n  t h e  m o n o m e r  o f  c h o i c e  
f a i l i n g  t o  g i v e  t h e  b e s t  i m p r i n t  ( i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  a n a l y s i s ) .  C h i a n e l l a  e t  a l . ,  [ 9 4 ]  
e m p l o y e d  s y b y l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  a b a c a v i r  w a s  d r a w n  a n d  i t s  e n e r g y  r n i n i m i s e d  
b o t h  i n  v a c u u m  ( d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  =  1 )  a n d  i n  w a t e r  ( d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  =  8 0 )  t o  g e t  
s t a b l e  c o n f o r m a t i o n s  i n  s u c h  e x t r e m e l y  d i f f e r e n t  e n v i r o n m e n t s .  H o w e v e r  t h e  a c t u a l  
p o l y m e r i s a t i o n  w a s  c o n d u c t e d  i n  D M F .  D M F  h a s  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  b e  c o m p a t i b l e  
w i t h  t h e  f u t u r e  u s e  o f  a  M I P  i n  r e b i n d i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  [ 1 3 3 ] .  
G i v e n  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  s o l v e n t  p r o p e r t i e s  b e t w e e n  w a t e r  a n d  D M F  h o w e v e r ,  t h e  
m o d e l  ( i n  w a t e r )  m a y  n o t  a c c u r a t e l y  p r e d i c t  t h e  t y p e  ( o r  a t  l e a s t  g i v e  i n a c c u r a t e  
r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s t r e n g t h )  o f  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  i n t e r a c t i o n s .  F o r  i n s t a n c e  w a t e r  
w i l l  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  t e m p l a t e  f u n c t i o n a l i t i e s  p o t e n t i a l l y  p r e c l u d i n g  
h y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n  w i t h  t h e  f i n c t i o n a 1  m o n o m e r .  D M F  h a s  a  l o w e r  p r o p e n s i t y  
t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  h o w e v e r .  T a b l e  1 . 3  a n d  F i g u r e  1 . 1 6  a r e  t h e  e n e r g y  l e v e l s  a n d  
m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  ( a b a c a v i r )  a n d  a  s e l e c t i o n  o f  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r s  r e s p e c t i v e l y .  B o t h  o f  t h e s e  f i g u r e s  a r e  p a r t  o f  C h i a n e l l a  e t  a l .  [ 9 4 ]  a n d  a r e  
r e p r o d u c e d  h e r e  w i t h o u t  m o d i f i c a t i o n .  
T a b l e  1 . 3  R e s u l t  o f  L E A P F R O G T M  a l g o r i t h m :  t a b u l a t e d  b i n d i n g  e n e r g i e s  o f  
c o m p l e x e s  b e t w e e n  t h e  m o n o m e r s  a n d  a b a c a v i r  m i n i m i s e d  b o t h  i n  v a c u u m  a n d  
i n  w a t e r .  R e p r o d u c e d  f r o m  C h i a n e l l a  et a l . ,  [ 9 4 ] .  
B i n d i n g  e n e r g y  ( k c a l  m o r l )  
B i n d i n g  e n e r g y  
M o n o m e r s  
i n  v a c u u m  
( k d  m o l - I )  i n  w a t e r  
A c r y l a m i d e  
- 3 3 . 4 0  - 3 5 . 3 8  
B i s a c r y l a m i d e  - 2 9 . 2 5  - 3 1 . 3 8  
I t a c o n i c  a c i d  - 2 3  - 9 9  - 2 7 . 8  1  
U r o c a n i c  a c i d  - 2 3 . 5 0  - 2 3 . 5 7  
M d m c r y l i c  
a c i d  
l l a c o n i c  a c i d  A c r y l a m i d e  
A b x a v i r  Q m q . . , , ~ ~ i  
F i g a r e  1 . 1 6  L E A P F R O G m  r e s u b  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e h r e e n  a b a c n i r  a n d  t h e  t h r e e  b e s t  
m o n o m e r s  ( m i n i m i d  b o t h  i n  v a c u u m  a n d  i n  w a t e r ) .  ( A )  A b a c a v i r - a c r y l a m i d e  i n  
v a c u u m ;  ( B )  a b a c a v i r - a c r y l a m i d e  i n  w a t e r ;  ( C )  a b a c a v i r - b i p a c r y l a m i d e  i n  v a c u u m ;  ( D )  
a b a c a v i r - b i s a c r y l a m i d e  i n  w a t e r ;  ( E )  a b a c a v i r - i t a c o n i c  a c i d  i n  v a c u u m ;  ( F )  a b r c a v i c  
i t a c o n i c  a c i d  i n  w a t e r .  R e p r o d u c e d  f r o m  C h i a n e l l a  e t  a l . ,  1941. 
M o l e c u l a r  s i m u l a t i o n  s o f t w a r e  f o r  m a t e r i a l s  s c i e n c e  c e r i u s 2  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  
s t u d y  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  [ 1 3 4 ] .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  p l a y  
a  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  m a t e r i a l s .  I n  
a d d i t i o n  t o  t h e  a b o v e ,  i t  w a s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  [ 1 3 4 ]  t h a t  a  m o l e c u l a r  s u b s t r a t e  
w i t h o u t  f h n c t i o n a l  g r o u p s  c a n  s t i l l  b e  e f f e c t i v e  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  i m p r i n t e d  
p o l y m e r s  ( i n  t e r m s  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  P P C ) .  T h e  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  p h e n o m e n o n  
i s  t h a t  i n  r e g a r d s  t o  s o l v a t e d  m o n o m e r  ( o r  p o l y m e r )  s y s t e m s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
s o l v e n t  f a v o u r s  t h e  f o r m a t i o n  o f  m o r e  s t a b l e  c l u s t e r s  w i t h  t h e o p h y l l i n e  t h a n  w i t h  i t s  
a n a l o g u e s  o r  d e r i v a t i v e s .  T h i s  p o i n t  f h t h e r  e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s o l v e n t  i n  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  M D  s i m u l a t i o n s .  I n d e e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s o l v e n t  i n  
s u b s e q u e n t  r e c o g n i t i o n  a b i l i t y  o f  M I P S  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  s e v e r a l  s t u d i e s  
[ 1 3 5 , 1 3 6 ] .  B o t h  h n c t i o n a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  p o r o g e n s  o n  M I P S  
h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  A  c o m p a r a t i v e  s t u d y  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  p o r o g e n s  o n  t h e  
r e b i n d i n g  a b i l i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  o f  a  M I P  t o w a r d s  N i c o t i n a m i d e  w a s  p e r f o r m e d  [ 1 3 6 ] .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  s t u d y  f o u n d  t h a t  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p o r o g e n  n a m e l y  h y d r o g e n  
b o n d  c a p a c i t y  a n d  d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  h a d  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  
e n e r g i e s  ( A E )  o f  t h e  t e m p l a t e  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s .  A p r o t i c  s o l v e n t s  w e r e  p r e d i c t e d  
t o  l e a d  t o  M l P s  w i t h  b e t t e r  a f f i n i t y  a n d  s e l e c t i v i t y .  T h e r e  a r e  o t h e r  e x a m p l e s  o f  t h i s  
p h e n o m e n o n  a l s o .  A  m o r p h o l o g i c a l  s t u d y  u s i n g  S E M  o n  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  ( m a d e  
w i t h  d a e r e n t  p o r o g e n s )  w a s  p e r f o r m e d  [ 1 3 5 ] .  I t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t b a t  M I P s  
g e n e r a t e d  i n  a c e t o n i t r i l e  d e m o n s t r a t e d  b e t t e r  d e f i n e d  s p h e r i c a l  p o l y m e r  
m i c r o p a r t i c l e s .  I m p o r t a n t l y ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  M I P S  p r e p a r e d  w i t h  a c e t o n i t r i l e  
s h o w e d  g r e a t e r  s p e c i f i c  %  r e b i n d i n g  t h a t  M I P S  p r e p a r e d  w i t h  t h e  m o r e  n o n - p o l a r  
d i c h l o r o m e t h a n e .  T h i s  i s  f u r t h e r  t e s t a m e n t  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  o f  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  
( e . g .  a c e t o n i t r i l e ,  D M F )  e n h a n c i n g  s u b s e q u e n t  r e b i n d i n g  i n  r e s u l t a n t  M I P s .  
M o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  u s i n g  A m b e r  h a v e  a l s o  b e e n  e x p l o r e d  [ 1 3 7 ] .  A m b e r  
c o m p r i s e s  n u m e r o u s  p r o g r a m s  f o r  m o d e l l i n g  a n d  M D  s i m u l a t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  a  
h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b e t w e e n  2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  
a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  i n  c h l o r o f o r m .  I n  w a t e r  t h e  d o m i n a n t  i n t e r a c t i o n  i n  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  a  X - x  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t .  F r o m  t h i s  s t u d y  i t  i s  a g a i n  
e v i d e n t  t h a t  t h e  s o l v e n t  u s e d  h a s  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  
t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  
G i v e n  t h e  d i v e r s i t y  o f  t h e  r e p o r t e d  r e s u l t s ,  i t  i s  e v i d e n t  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  
r a t i o n a l  d e s i g n  f o r  n e x t  g e n e r a t i o n  n o n - c o v a l e n t  M I P S  r e q u i r e  t h o r o u g h  i n v e s t i g a t i o n .  
I n  p a r t i c u l a r ,  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t e m p l a t e  a n d  f i m c t i o n a l  m o n o m e r  i n  
t h e  p m g e a  a l o n g  w i t h  t h e i r  r a t i o s  a n d  the p r o p e r t i e s  o f  t h e  p o r o g e n  a t  a  m o l e c u l a r  
l e v e l  are d e m a n d e d  a s  t h e y  g o v e r n  t h e  a c h i e v a b l e  M I P  s e l e c t i v i t y .  
1 . 7  T h e  s t u d y  o f  s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  
I t  i s  o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  t o  a n a l y t i c a l l y  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  
w i t h i n  a  b i n d i n g  c a v i t y  m a i n t a i n  t h e  s p a t i a l  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  i n  
t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n .  R e f l e c t o m e t r i c  i n t e r f e r e n c e  s p e c t r o s c o p y  ( R i f S )  h a s  
b e e n  e m p l o y e d  t o  s t u d y  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  ( i m p r i n t e d  
w i t h  e i t h e r  (R, R ) -  o r  ( S ,  S ) - 2 , 3 - d i - 0 - b e n z o y l t a r t r a r i c  a c i d  [ 1 3 8 ] .  T h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e ( s )  a n d  t h i n  p o l y m e r i c  l a y e r s  w a s  d e t e c t e d .  F o r  t h e  i m p r i n t e d  
p o l y m e r s ,  c h i r a l  s e p a r a t i o n  w i t h  a  s e p a r a t i o n  f a c t o r  o f  1 . 2  w a s  a c h i e v e d  w h e r e a s  t h e  
r e f e r e n c e  p o l y m e r  r e s u l t e d  i n  n o  s e p a r a t i o n  ( a = 0 . 9 8 ) .  F T I R  h a s  b e e n  u s e d  t o g e t h e r  
w i t h  ' 3 ~ - ~ ~ / M A C  N M R ( c r o s s  p o l a r i s a t i o n  m a g i c  a n g l e  s p i n n i n g )  t o  q u a n t i t a t i v e l y  
a s s e s s  t h e  b i n d i n g  m o d e s  o f  1 , 3 d i a c e t y l b e n z e n e  t o  t e m p l a t e d  p o l y m e r s  s h o w i n g  t h a t  
b i n d i n g  o f  d i f u n c t i o n a l  m o l e c u l e s  t o  a  d i h n c t i o n a l  s i t e  o c c u r s  i n  a  s t e p w i s e  p r o c e s s  
[ 1 3 9 ] .  
R e c e n t l y ,  S k o g s b e r g  e l  a l . ,  1 1 4 0 1  u s e d  s o l i d - s t a t e  N M R  m e a s u r e m e n t s  t o  a c q u i r e  
i n f o r m a t i o n  o n  t h e  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  b i n d i n g  s i t e s  i n  i m p r i n t e d  p o l y m e r s .  T e m p l a t e -  
r e l a t e d  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  m a t e r i a l s  w e r e  r e v e a l e d  b y  c o n t a c t  t i m e  
m e a s u r e m e n t s  a n d  s o l i d - s t a t e  N M R .  B i n d i n g  s i t e  r e o c c u p a t i o n  r e s u l t e d  i n  s h o r t e r  
c o n t a c t  t i m e s  f o r  n u c l e i  b e l i e v e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  b i n d i n g  s i t e  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  
i n d i c a t e s  a  l o w e r i n g  o f  t h e i r  m o b i l i t y  u p o n  t e m p l a t e  b i n d i n g ;  t h e  t e m p l a t e  t h u s  a c t s  
a n a l o g o u s l y  t o  a  p h y s i c a l  c r o s s - l i n k i n g  a g e n t .  M o r e  d e t a i l e d  i n f o r m a t i o n  w a s  o b t a i n e d  
f r o m  s u s p e n d e d - s t a t e  s a t u r a t i o n  t r a n s f e r  d i f f e r e n c e  h i g h  r e s o l u t i o n / m a g i c  a n g l e  
s p i n n i n g  ( S T D  H R / M A S )  N M R  e x p e r i m e n t s .  T h e s e  r e v e a l e d  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  
d e t a i l s  c o n c e r n i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  a d e n i n e  g u e s t s  w i t h  t h e  p o l y m e r  b i n d i n g  
s i t e s .  T h u s ,  a  r e l a t i v e l y  l a r g e r  t r a n s f e r  o f  m a g n e t i z a t i o n  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  s o l u t e  
w h e n  b o u n d  t o  t h e  M I P  a t  a  p o s i t i o n  w h e r e  m u l t i p l e  h y d r o g e n  b o n d s  b e t w e e n  t h e  
a n a l y t e  a n d  t h e  t e m p l a t e  c a n  b e  e x p e c t e d  t o  t a k e  p l a c e  i n  t h e  M I P  o n l y .  T o g e t h e r  w i t h  
i n d u c e d  s h i f t s  o b s e r v e d  i n  t h e  ' ? N  s o l i d - s t a t e  N M R  e x p e r i m e n t ,  t h e s e  r e s u l t s  p r o p o s e d  
a  b i n d i n g  s i t e  s t r u c t u r e  i n v o l v i n g  u p  t o  t h r e e  c o n v e r g i n g  c a r b o x y l i c  a c i d  g r o u p s  
c a p a b l e  o f  f o r m i n g  c o m p l e m e n t a r y  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  a d e n i n e  c o n t a i n i n g  g u e s t s .  
C u r r e n t  s t u d i e s  c o n c e n t r a t e  o n  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  P P C  a n d  t h e  r e s u l t i n g  M I P .  I n  a  
r e c e n t  s t u d y  b y  S i m o n  e t  a l . ,  [ 1 4 1 ] ,  a  s y s t e m a t i c  s u r v e y  o f  r e l a t e d  m o l e c u l a r  p r o b e s  
d i f f e r i n g  i n  s h a p e  o r  h n c t i o n a l  g r o u p  o r i e n t a t i o n  w a s  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  e f f e c t s  o f  
s h a p e  s e l e c t i v i t y  v e r s u s  p r e - o r g a n i z a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  o n  i m p r i n t i n g  a n d  
r e b i n d i n g  p e r f o r m a n c e .  T h e s e  s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  t e m p l a t e s  w i t h  t w o  f b n c t i o n a l  
g r o u p  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  M I P S  a r e  i n f l u e n c e d  t o  a  l a r g e r  d e g r e e  b y  s h a p e  s e l e c t i v e  
i n t e r a c t i o n s  t h a n  t e m p l a t e s  w i t h  t h r e e  f u n c t i o n a l  g r o u p  i n t e r a c t i o n s .  I t  w a s  p o i n t e d  o u t  
t h a t  t h e  e f f e c t s  o f  s h a p e  s e l e c t i v i t y  a n d  p r e - o r g a n i z a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  d o  n o t  
a p p e a r  t o  w o r k  i n  c o n c e r t  w i t h  e a c h  o t h e r  d u r i n g  t h e  i m p r i n t i n g  p r o c e s s  o r  i n  t h e  
r e b i n d i n g  b e h a v i o u r .  F u r t h e r m o r e ,  g r e a t e r  s e l e c t i v i t y  w a s  g e n e r a l l y  f o u n d  f o r  
t e m p l a t e s  w i t h  t w o  f i n c t i o n a l  g r o u p s ,  w h e r e  t h e  d o m i n a n t  m o d e  o f  m o l e c u l a r  
r e c o g n i t i o n  i s  s h a p e  s e l e c t i v i t y .  H o w e v e r ,  p r e - o r g a n k a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  
d o m i n a t e d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  M I P S  e l i c i t e d  t o w a r d  t e m p l a t e s  w i t h  t h r e e  t e m p l a t e -  
f b n c t i o n a l  g r o u p  i n t e r a c t i o n s .  
S h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  i s  a l s o  t h e  s i n g l e  b i g g e s t  f a c t o r  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  u s e  o f  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  m a t e r i a l s  i n  c a t a l y s i s  [ 1 4 2 ] .  I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  s h a p e  a n d  s t e r e o -  
s e l e c t i v e  e s t e r a s e  a c t i v i t i e s  o f  c r o s s - l i n k e d  p o l y m e r s  i m p r i n t e d  w i t h  a  t r a n s i t i o n - s t a t e  
a n a l o g u e  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  a m i n o  a c i d  e s t e r s  w a s  d e m o n s t r a t e d .  I n  t h e  s t u d y  b y  L u  
e t  a l . ,  [ 6 1 ] ,  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  p l a c e m e n t  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  i n  n o n - c o v a l e n t  
M l P s  t o w a r d s  s e l e c t i v i t y  w a s  i n v e s t i g a t e d .  2 - L p h e n y l a l a n y l a m i n o - p y r i d i n e ,  3 - L -  
p h e n y l a l a n y l a m i n o - p y r i d i n e ,  o r  4 - L - p h e n y l a l a n y l a m i n o - p y r i d i n e  w e r e  u s e d  a s  
t e m p l a t e  m o l e c u l e s .  T h e  p o l y m e r s  e x h i b i t e d  e f f i c i e n t  e n a n t i o m e r i c  r e s o l u t i o n  o f  t h e  
r a c e m i c  m i x t u r e  o f  t h e i r  p r i n t i n g  m o l e c u l e s  a n d  c o u l d  h a r d l y  r e s o l v e  t h e  e n a n t i o m e r s  
o f  o t h e r  s u b s t r a t e s  t h a t  w e r e  s t r u c t u r a l l y  a n a l o g o u s  t o  t h e  i m p r i n t i n g  m o l e c u l e s ,  b u t  
d i f f e r e n t  f r o m  s p a t i a l  i n t e r a c t i o n  s i t e s  o n  t h e  p o l y m e r  w i t h  t h e  m e t h a c r y l i c  a c i d  
r e s i d u e s .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  s h a p e  a n d  s p a t i a l  o r i e n t a t i o n  o f  
f u n c t i o n a l i t y  o f  i m p r i n t e d  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  c r i t i c a l  
f o r  r e c o g n i t i o n  a n d  t h e  
r e c o g n i t i o n  p r o p e r t i e s  o f  M I P S  w e r e  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  m i n o r  d i f f e r e n c e  o f  N  
p o s i t i o n  o n  t h e  p y r i d i n e  r i n g  a n d  c a u s e d  b y  t h e  d i s t a n c e  a c c u r a c y  o f  h n c t i o n a l  g r o u p s  
i n  t h e  b i n d i n g  s i t e s .  I n  a n o t h e r  s t u d y  [ 6 3 ]  i n v e s t i g a t i n g  t h e  s e l e c t i v i t y  f e a t u r e s  o f  
M I P S  r e c o g n i s i n g  t h e  c a r b a m a t e  g r o u p ,  i t  w a s  p o i n t e d  o u t  t h a t  i n  t e r m s  o f  s t r u c t u r a l  
m o t i f s ,  w h i c h  c a n  a c c e n t u a t e  s e l e c t i v i t y ,  t h e  c a r b a m a t e  f u n c t i o n a l i t y  s t r i c t l y  C O ~ O ~ S  
t h e  p r e s e n c e l a b s e n c e  o f  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n ,  w h i l e  s h a p e  a n d  d i m e n s i o n  o f  t h e  
s u b s t i t u e n t s  m o d u l a t e  t h e  r e c o g n i t i o n  i t s e l f .  T h i s  s t u d y  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  M I P S  
d i s p l a y e d  a  m a r k e d  r e c o g n i t i o n  f o r  a n a l o g u e s  t h a t  w e r e  s l i g h t l y  b i g g e r  t h a n  t h e  
t e m p l a t e .  T h i s  p h e n o m e n o n  m a y  i n d i c a t e  t h a t  a  p a r t i c u l a r  p o r t i o n  ( s u b s t r u c t u r e )  o f  t h e  
t e m p l a t e  m o l e c u l e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  i m p r i n t s .  H e n c e ,  l a r g e r  
m o l e c u l e s  c o n t a i n i n g  t h e  s a m e  f u n c t i o n a l i t y  w o u l d  s t i l l  d e m o n s t r a t e  a  g o o d  " f i t "  t o  
t h e  i m p r i n t e d  c a v i t y .  
M o l e c u l a r  l e v e l  a p p r e c i a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  i n  t h e  P P C  s o l u t i o n ,  d u r i n g  
t h e  r e b i n d i n g  e v e n t s ,  a n d ,  o n  t h e  b i n d i n g  s i t e  p r o p e r t i e s  i s  t h e  h n d a m e n t a l  b a s i s  f o r  a  
m o r e  r a t i o n a l  a p p r o a c h  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  T h i s  e n a b l e s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
t h o r o u g h l y  o p t i m i s e d  M I P S  w i t h  e n h a n c e d  s e l e c t i v i t y .  M a n y  s t u d i e s  h o w e v e r  o n l y  
b r i e f l y  d i s c u s s  t h e  e v e n t s  o c c u r r i n g  d u r i n g  t h e  r a d i c a l  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  c r o s s  
l i n k i n g  t h e  p r e s e n t  c o m p o n e n t s  w i t h o u t  d e l i v e r i n g  d u e  r e g a r d  t o  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  
t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  i n  t h e  p r e p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n  s u r v i v e  s u c h  p o l y m e r i s a t i o n  
c o n d i t i o n s .  M I P S  s y n t h e s i s e d  b y  t h e r m a l  o r  W  i n i t i a t i o n  
d o  n o t  n e c e s s a r i l y  
d e m o n s t r a t e  i d e n t i c a l  r e c o g n i t i o n  p r o p e r t i e s .  I n  o r d e r  t o  u n d e r s t a n d  t h i s  d i v e r s e  
b e h a v i o u r ,  o n - l i n e  m o n i t o r i n g  o f  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s ,  u s i n g  m e t h o d s  s u c h  a s  i n  
s i t u  N M R  s p e c t r o s c o p y  m a y  p r o v i d e  n e w  i n s i g h t s  o n  t h e  g o v e r n i n g  m e c h a n i s m s  o f  
m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  F u r t h e r m o r e ,  s i n g l e  m o l e c u l e  m i c r o s c o p y  a l o n g  w i t h  
o r i e n t a t i o n a l  s t u d i e s  [ I 3 8 1  m a y  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  t e c h n i q u e  c a p a b l e  o f  
c h a r a c t e r k i n g  s i n g l e  b i n d i n g  e v e n t s  i n  r e a l  t i m e  w i t h i n  t h e  p o l y m e r  m a t r i x .  I t  i s  
i m p o r t a n t  t o  a p p r e c i a t e  t h a t  t h e  s h a p e  s e l e c t i v e  r e c o g n i t i o n  a b i l i t y  o f  M I P S  w i l l  
s i g n i f i c a n t l y  c o n t r i b u t e  t o  t h e i r  a b i l i t y  t o  r e c o g n i s e  b i o m o l e c u l e s .  I n  t e r m s  o f  
b i o m e d i c a l  a n a l y s i s  o f  p e p t i d e s  a n d  n u c l e i c  a c i d s ,  i t  i s  v i t a l  t h a t  t h e y  a r e  r e c o g n i s e d  i n  
t h e i r  n a t u r a l  f o r m  i . e .  n o t  d e n a t u r e d .  I f  a  b i o m o l e c u l e  w e r e  d e n a t u r e d  t h e n  t h e  a b i l i t y  
o f  a  M I P  t o  s e l e c t i v e l y  e x t r a c t  i t  f i o m  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  w o u l d  b e  l o s t .  
1 . 8  
T h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  i n  t h e  p r e -  
p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n  b y  M o l e c u l a r  D y n a m i c s  S i m u l a t i o n s  
1 . 8 . 1  I n t r o d u c t i o n  
M o l e c u l a r  d y n a m i c s  @ D )  a n d  M o n t e  C a r l o  ( M C )  m e t h o d s  a r e  t h e  t w o  m o s t  c o m m o n  
s i m u l a t i o n  t e c h n i q u e s  u s e d  i n  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g .  T h e s e  s i m u l a t i o n  m e t h o d s  
g e n e r a t e  m i n i m u m  e n e r g y  c o n f i g u r a t i o n s  o n  e n e r g y  s u r f a c e s  p r o v i d i n g  s t r u c t u r a l  a n d  
t h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  w i t h i n  r e a s o n a b l e  c o m p u t a t i o n a l  e x p e n s e s  [ 1 4 3 , 1 4 4 ] .  
I n  m o l e c u l a r  d y n a m i c  s i m u l a t i o n s  [ 1 4 5 ] ,  s u c c e s s i v e  c o n f i g u r a t i o n s  o f  a  s e l e c t e d  
s y s t e m  a r e  g e n e r a t e d  b y  i n t e g r a t i o n  o f  N e w t o n s  l a w s  o f  m o t i o n .  U s i n g ,  t h e  N e w t o n i a n  
e q u a t i o n s  o f  m o t i o n ,  p o t e n t i a l  e n e r g y  h n c t i o n s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  f o r c e  f i e l d s  t h a t  
e n a b l e  f o l l o w i n g  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  a t o m s  i n  a  m o l e c u l e  o v e r  a  c e r t a i n  p e r i o d  o f  
t i m e ,  a t  a  c e r t a i n  t e m p e r a t u r e  a n d  f o r  g i v e n  p r e s s u r e .  F o r c e  f i e l d  m e t h o d s  a l l o w  
c a l c u l a t i n g  t h e  e n e r g y  o f  a  s y s t e m  a s  a  f u n c t i o n  o f  t h e  n u c l e a r  p o s i t i o n s  i g n o r i n g  t h e  
e l e c t r o n i c  m o t i o n s .  M D  s i m u l a t i o n s  r e s u l t  i n  a  t r a j e c t o r y ,  d e f i n i n g  t h e  p o s i t i o n s  a n d  
v e l o c i t i e s  o f  e a c h  p a r t i c l e  i n  t h e  s y s t e m  w i t h  t i m e .  T h e  s y s t e m  i s  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  
o f  a  c o n t i n u o u s  p o t e n t i a l  a n d  t h e  m o t i o n s  o f  a l l  p a r t i c l e s  i n  t h e  s y s t e m  a r e  c o u p l e d  
c r e a t i n g  a  m a n y  b o d y  p r o b l e m  t h a t  c a n n o t  b e  a n a l y t i c a l l y  s o l v e d  [ 1 4 3 , 1 4 4 , 1 4 5 ] .  T h e  
e q u a t i o n s  o f  m o t i o n  h a v e  t o  b e  i n t e g r a t e d  u s i n g  f i n i t e  d i f f e r e n c e  m e t h o d s  b a s e d  o n  
a l g o r i t h m s  s u c h  a s  t h e  V e r l e t  [ 1 4 6 , 1 4 7 ]  o r  t h e  l e a p  f r o g  [ 1 4 8 , 1 4 9 ] .  A  w i d e  v a r i e t y  o f  
a l g o r i t h m s  a r e  a v a i l a b l e  f o r  t h i s  p u r p o s e ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  a c c u r a c y  a n d  e f f i c i e n c y  
r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  c h o i c e .  
T h e  r e s u l t s  f r o m  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s  t h e s i s  w e r e  g e n e r a t e d  u s i n g  
t h e  A M B E R 7  ( a s s i s t e d  M o d e l  B u i l d i n g  w i t h  E n e r g y  r e f i n e m e n t )  M D  c o m p u t a t i o n a l  
p a c k a g e  [ 1 5 0 ] .  T h e  A M B E R  p a c k a g e  i s  c o m p o s e d  o f  n u m e r o u s  s u b p r o g r a m s .  T h e  
A M B n  p r o g r a m s  r e l e v a n t  t o  t h i s  w o r k  a l o n g  w i t h  e x a m p l e  A M B E R  p a r a m e t e r  a n d  
t o p o l o g y  f i l e  f o r m a t s  a r e  d e s c r i b e d  i n  a p p e n d i x  A .  F u r t h e r  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  
A M B E R  7  s o f t w a r e ,  a s  w e l l  a s  a  m o r e  d e t a i l e d  a c c o u n t  o f  t h e  c o m m a n d s  i s  i n  t h e  
A M B E R  7  m a n u a l  a t  h t t p : / / a m b e r .  s c r i p p s . e d u ,  
I n  g e n e r a l  a  M D  s i m u l a t i o n  i s  c o m p o s e d  o f  f o u r  s t a g e s  [ 1 4 4 ] .  I n i t i a l l y  a  s t a b l e  
c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  s y s t e m  i s  f o u n d .  A t o m s  o f  t h e  m o l e c u l e s  a n d  o f  t h e  s u r r o u n d i n g  
s o l v e n t  a r e  s u b j e c t e d  t o  a  r e l a x a t i o n  p h a s e  u s u a l l y  l a s t i n g  f o r  t e n s  o r  h u n d r e d s  o f  
p i c o s e c o n d s  b e f o r e  t h e  s y s t e m  r e a c h e s  a  s t a t i o n a r y  s t a t e .  T h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  
s u c h  a s  t e m p e r a t u r e ,  e n e r g y  a n d  d e n s i t y  a r e  m o n i t o r e d  u n t i l  t h e s e  v a l u e s  a p p e a r  
s t a b l e .  T h e  i n i t i a l  n o n - s t a t i o n a r y  s e g m e n t  o f  t h e  s i m u l a t e d  t r a j e c t o r y  i s  d i s c a r d e d  i n  
t h e  c a l c u l a t i o n  o f  e q u i l i b r i u m  p r o p e r t i e s .  B e f o r e  p e r f o r m i n g  l o n g  ( i . e .  p e r i o d  o f  a  
n a n o s e c o n d )  M D  s i m u l a t i o n s ,  t h e  s y s t e m  m u s t  b e  e q u i l i b r a t e d  u s i n g  v o h m e ,  p r e s s u r e  
a n d  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  t o  a d j u s t  e . g .  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s o l v e n t  t o  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s  
a n d  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  s y s t e m  t o  t h e  s e l e c t e d  t e m p e r a t u r e .  A f t e r  e q u i l i b r a t i o n ,  t h e  
p r o d u c t i o n  p h a s e  i s  s t a r t e d  w h i c h  w i l l  p r o d u c e  t h e  a c t u a l  s i m u l a t i o n  r e s u l t s  w i t h  a n  
M D  s i m u l a t i o n  o f  a p p r o x i m a t e l y  1  n s  d u r a t i o n  [ 1 4 3 ] .  
B a s i c a l l y ,  t h e  s a m e  p r o t o c o l  u s e d  i n  t h e  f i n a l  s t a g e  o f  e q u i l i b r a t i o n  c a n  b e  u s e d .  T h e  
M D  s i m u l a t i o n  i s  s i m p l y  c o n t i n u e d  u n t i l  a  s a t i s f a c t o r y  m o l e c u l a r  c ~ ~ g u r a t i o n  i s  
o b t a i n e d .  T h e  p r o d u c t i o n  M D  r u n  i s  p e r f o r m e d  a t  c o n d i t i o n s  o f  a  c o n s t a n t  n u m b e r  o f  
p a r t i c l e s  0 ,  v o l u m e  ( V )  a n d  e n e r g y  ( E )  r e p r e s e n t i n g  a  m i c r o c a n o n i c a l  N V E  
e n s e m b l e  a n d  a l l o w s  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e ( s )  o f  i n t e r e s t  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e i r  
e n v i r o n m e n t  d u r i n g  a  p r e - d e t e r m i n e d  t i m e  i n t e r v a l  -  u s u a l l y  o n  t h e  o r d e r  o f  
n a n o s e c o n d s  1 1 4 3 1 .  F i n a l l y  t h e  s i m u l a t i o n  i s  a n a l y s e d .  T h i s  i s  r e p r e s e n t e d  
d i a g r a m m a t i c a l l y  i n  f i g u r e  1 . 1 7  s h o w i n g  t h e  m a i n  p o i n t s  o f  t h e  s i m u l a t i o n  f o r  t h e  
N a p r o x e n l 4 V P  s y s t e m .  
F i g u r e  1 . 1 7  s h o w s  t h e  h i g h l i g h t s  o f  t h e  p r o c e s s i n g  s t e p s  f o r  t h e  s o l v a t i o n  a n d  M D  
s i m u l a t i o n  o f  t h e  N a p r o x e n l 4 W  c o m p l e x  i n  D M F .  I n  ( a )  c a n  b e  s e e n  t h e  i n i t i d  s y s t e m  
c o n t i g w a t i o n  ( r - x  s t a c k i n g ) .  P a r t  ( b )  s h o w s  t h e  u n e q u i l i b r a t e d  D D l F B O X  f o r  s o l v a t i o n .  
( c )  s h o w s  t h e  D M F B O X  a d  c o m p l e x  p o s t  a i r n o l a t i o n  a n d  ( d )  d e m o m t r a t e s  t h e  f i n d  
e n e r g y  m i n i m i g d  c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  p o s t  M D  s i m u l a t i o n  w i t h  t h e  s o l v e n t  
m o l e c u l e s  r e m o v e d  f o r  c l a r i t y  
1 . 8 . 2  S o l v e n t  m o d e l s  i n  A M B E R  
E n e r g y  m o d e l s  a r e  u s e d  t o  d e s c r i b e  t h e  m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  t h e  s y s t e m .  T h e  
i n t e r - a n d  i n t r a - m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  a r e  i l l u s t r a t e d  u s i n g  w h a t  a r e  t e r m e d  e m p i r i c a l  
e n e r g y  m o d e l s .  T h e  m a i n  c o m p o n e n t s  o f  t h e  f o r c e  f i e l d  a r e  s t r e t c h i n g ,  a n g u l a r  
b e n d i n g ,  t o r s i o n a l  a n d  n o n - b o n d e d  i n t e r a c t i o n s .  T h e  f o r c e  f i e l d  i s  t h e n  d e f i n e d  b y  a  
p o t e n t i a l  e n e r g y  f u n c t i o n .  A t  e a c h  s t a g e  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n ,  t h e  f o r c e  a p p l i e d  o n  
e a c h  a t o m  i s  c a l c u l a t e d  b y  d i f f e r e n t i a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  k n c t i o n .  T h e  f o r c e  f i e l d s  
' l e a p r c . f D 9 '  [ 1 5  1 1  a n d  ' 1 e a p r c . g a f f  [ I 5 2 1  ( G A F F  G e n e r a l  A m b e r  F o r c e  F i e l d )  w e r e  
u s e d  w i t h i n  t h e  A M B E R  p a c k a g e .  T h e  f f 9 9  a n d  g a f f  a r e  ' g e n e r a l  p u r p o s e '  f o r c e  
f i e l d s .  B o t h  o f  t h e  f o r c e f i e l d s  w e r e  s o u r c e d  f r o m  L E a P .  L E a P  i s  t h e  X - w i n d o w s  b a s e d  
p r o g r a m  i n  t h e  A M B E R  7  s u i t e .  I t  a l l o w s  f o r  b a s i c  m o d e l  b u i l d i n g  a n d  t h e  c r e a t i o n  o f  
t o p o l o g y  i n p u t  f i l e s .  
S a n d e r  -  t h e  m a i n  p r o g r a m  u s e d  f o r  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  w i t h i n  t h e  
A M B E R  p a c k a g e  -  i m p l e m e n t s  t h e  f o r c e f i e l d s .  T h e  i n t r a -  a n d  i n t e r - m o l e c u l a r  f o r c e s  
w i t h i n  t h e  s y s t e m  c a n  b e  d e s c r i b e d  b y  E q n  1 . 4  b e l o w :  [ 1 4 4 , 1 5 0 ]  
E q n  1 . 4  
W h e r e  U ( R )  i s  t h e  p o t e n t i a l  e n e r g y  a s  a  h n c t i o n  o f  t h e  p o s i t i o n  R  o f  N  p a r t i c l e s .  
T h e  f i r s t  t w o  e n e r g y  c o n t r i b u t i o n s  a r e  e n e r g e t i c  p e n a l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
d e v i a t i o n  o f  b o n d s  ( b o n d  s t r e t c h i n g )  a n d  a n g l e s  ( a n g u l a r  b e n d i n g )  f r o m  
r e f e r e n c e  v a l u e s  r, a n d  8,. 
*  T h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  p a i r s  o f  b o n d e d  a t o m s  ( b o n d  c o n t r i b u t i o n )  a n d  t h e  
s u m m a t i o n  o v e r  v a l e n c e  a n g l e s  ( a n g l e  c o n t r i b u t i o n )  a r e  m o d e l l e d  b y  a  
h a r m o n i c  p o t e n t i a l .  K ,  a n d  K g  a r e  f o r c e  c o n s t a n t s .  
T h e  t h i r d  e n e r g y  t e r m  i s  a  t o r s i o n a l  p o t e n t i a l  m o d e l l i n g  c h a n g e s  i n  e n e r g y  d u e  
t o  b o n d  r o t a t i o n  ( t o r s i o n  a n g l e  9 ,  p h a s e  f a c t o r  7 ,  b a r r i e r  h e i g h t  t o  r o t a t i o n  V , ) .  
T h e  f o u r t h  a n d  f i R h  e n e r g y  t e r m s  a r e  n o n - b o n d e d  t e r m s  f o r  n o n - b o n d e d  V a n  
d e r  W a a l s  f o r c e s  ( m o d e l l e d  u s i n g  a  L e n n a r d - J o n e s  p o t e n t i a l )  a n d  n o n - b o n d e d  
e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  ( m o d e l l e d  u s i n g  a  C o u l o m b  p o t e n t i a l  t e r m ;  d i s t a n c e  
R i j ,  a n d  c h a r g e  q ) .  T h e s e  t e r m s  a r e  c a l c u l a t e d  b e t w e e n  a l l  p a i r s  o f  a t o m s  ( i j )  i n  
a n y  m o l e c u l e ,  o r  i n  t h e  s a m e  m o l e c u l e  b u t  s e p a r a t e d  b y  a t  l e a s t  t h r e e  b o n d s .  
T h e  L e n n a r d - J o n e s  6 - 1 2  p o t e n t i a l  i s  a  p a i r  p o t e n t i a l  d e s c r i b i n g  t h e  e n e r g y  o f  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t w o  a t o m s  ( i , j )  a s  a  f b n c t i o n  o f  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e i r  
c e n t r e s .  I t  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a n  a t t r a c t i v e  p a r t  v a r y i n g  a t  R d  a n d  a  r e p u l s i v e  
p a r t  v a r y i n g  a t  R - 1 2 .  T h e  t e r m  R d  d o m i n a t e s  a t  l a r g e  d i s t a n c e  a n d  t h e  a t t r a c t i o n  
i s  o r i g i n a t e d  b y  V a n  d e r  W a a l s  d i s p e r s i o n  f o r c e s  w h i l e  t h e  t e r m  1 "  
d o m i n a t e s  a t  s h o r t  d i s t a n c e  a n d  m o d e l s  t h e  r e p u l s i o n  b e t w e e n  a t o m s  ( i J )  a t  
c l o s e  p r o x i m i t y .  
A M B E R  u s e s  a  l e a p - f i o g  v e r s i o n  o f  t h e  V e r l e t  a l g o r i t h m ,  i n  w h i c h  t h e  c o o r d i n a t e s  a r e  
d e t e r m i n e d  a t  t i m e s  t ,  t  +  A t ,  t  +  2 A t , .  .  .  .  .  . ,  a n d  t h e  v e l o c i t i e s  a t  t i m e s  t  -  A t / 2 ,  t  +  A t / 2 ,  
t  +  3 A t J 2 ,  e t c .  A M B E R  p r o v i d e s  d i r e c t  s u p p o r t  f o r  s e v e r a l  s o l v e n t  m o d e l s .  T h e  d e f a u l t  
w a t e r  m o d e l  i s  ' T I P 3 P y  [ 1 5 3 ] .  T h e  T I P 3 P  m o d e l  d e f i n e s  a  c h a r g e  o f  - 0 . 8 3 4 e  a t  t h e  
o x y g e n  a t o m  a n d  0 . 4 1 7 e  a t  e a c h  h y d r o g e n  a t o m .  W A T E R B O X 2 1 6  i s  a  p r e -  
e q u i l i b r a t e d  b o x  o f  T I P 3 P  w a t e r .  C H C L 3 B O X  i s  a  p r e - e q u i l i b r a t e d  b o x  o f  c h l o r o f o r m  
a t o m s .  T h i s  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 . 1 8  
F i g u r e  1 . 1 8  T h e  C H C l 3  s o l v a t i o n  b o x  f r o m  A M B E R  7  
A R e r  b u i l d i n g  u p  t h e  s t r u c t u r e ,  m i n i m i s a t i o n  a n d  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  c a n  
b e  e x e c u t e d .  
1 . 8 . 3  B o u n d a r y  c o n d i t i o n s  
P e r i o d i c  b o u n d a r y  c o n d i t i o n s  a l l o w  p e r f o r m i n g  M D  s i m u l a t i o n s  u s i n g  o n l y  a  
m i n i m u m  a m o u n t  o f  m o l e c u l e s  t h u s  e n s u r i n g  m i n i m i s e d  b o u n d a r y  e f f e c t s .  A t  t h e s e  
c o n d i t i o n s ,  t h e  m o l e c u l e s  a r e  i n f l u e n c e d  b y  f o r c e s  a s  i f  t h e y  w e r e  s u r r o u n d e d  b y  b u l k  
f l u i d .  T h e  m o l e c u l e ( s )  a r e  p l a c e d  i n  a  s o l v e n t  b o x  o f  s p e c i f i c  s i z e .  T h e  b o x  i s  
s u r r o u n d e d  w i t h  a n  i m a g e  o f  i t s e l f  i n  a l l  d i r e c t i o n s .  T h e  s o l u t e  i n  t h e  b o x  o f  i n t e r e s t  
o n l y  i n t e r a c t s  w i t h  i t s  n e a r e s t  n e i g h b o u r  i m a g e s .  S i n c e  e a c h  b o x  i s  a n  i m a g e  o f  t h e  
o t h e r ,  a  m o l e c u l a r  t r a j e c t o r y  r e s u l t i n g  i n  t h e  p a r t i c l e  l e a v i n g  a  b o x  w o u l d  r e - e n t e r  
f ? o m  t h e  o p p o s i t e  s i d e  e n s u r i n g  t h e  c o n s e r v a t i o n  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s  a n d  
t h e  a t o m s  i n  t h e  b o x  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e p r e s e n t e d  m i c r o c a n o n i c a l  N V E  
e n s e m b l e  [ 1 5 0 ] .  T h e  b o x  s i z e  s h o u l d  b e  l a r g e  c o m p a r e d  t o  t h e  r a n g e  o f  t h e  
i n t e r a c t i o n s  p r e s e n t  i n  t h e  s y s t e m .  L o n g  r a n g e  f o r c e s  c a n  b e  a  p r o b l e m  i n  m o l e c u l a r  
s i m u l a t i o n s  a n d  r e q u i r e  s p e c i f i c  a t t e n t i o n  d u r i n g  m o d e l l i n g .  I n  A M B E R  7 ,  t h e  
p a r t i c l e - m e s h  E w a l d  @ M E )  p r o c e d u r e  i s  u s e d  t o  h a n d l e  l o n g - r a n g e  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n s  [ 1 5 4 ] ,  w h i l e  l o n g  r a n g e  V a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  a r e  e s t i m a t e d  b y  a  
c o n t i n u u m  m o d e l .  
1 . 8 . 4  I n t r o d u c t i o n  o f  r e s t r a i n t s  d u r i n g  e q u i l i b r a t i o n  
I n  r e s t r a i n e d  m o l e c u l a r  d y n a m i c  s i m u l a t i o n s ,  a d d i t i o n a l  t e r m s  c a l l e d  p e n a l t y  f b n c t i o n s  
a r e  a d d e d  t o  t h e  p o t e n t i a l  e n e r g y  f u n c t i o n .  I n t e r n a l  r e s t r a i n t s  c a n  b e  a p p l i e d  t o  b o n d s ,  
v a l e n c e  a n g l e s ,  a n d  t o r s i o n s .  T h e  f o r c e  c o n s t a n t s  a n d  t a r g e t  v a l u e s  f o r  t h e  r e s t r a i n t s  
c a n  v a r y  d u r i n g  t h e  s i m u l a t i o n .  T h e  p e n a l t y  h n c t i o o  o r  v i o l a t i o n  e n e r g y  c a n  c o n s i s t  
o f  a s  m a n y  a s  t h r e e  t y p e s  o f  r e g i o n s  c o m p r i s i n g  a  w e l l  w i t h  a  f l a t  b o t t o m  w i t h  a n  
" i n n e r "  s e t  o f  u p p e r  a n d  l o w e r  b o u n d a r i e s  r 2  a n d  r 3  ( f i g u r e  1 . 1 9 )  [ 1 4 3 , 1 4 4 , 1 4 5 ] .  
F i g u r e  1 . 1 9 :  P l o t  o f  t h e  p e n a l t y  f u n c t i o n .  R e p r o d u c e d  f r o m  [ I 4 4 1  
T o  t h e  l e f t  a n d  r i g h t  o f  r2 a n d  r 3  t h e  p e n a l t y  f b n c t i o n  p a r a b o l i c a l l y  r i s e s  i f  t h e  i n t e r n a l  
c o o r d i n a t e  v i o l a t e s  t h e s e  b o u n d a r i e s .  F i n a l l y ,  s i n c e  l a r g e  v i o l a t i o n s  m a y  l e a d  t o  
e x c e s s i v e l y  l a r g e  p a r a b o l i c  p e n a l t i e s ,  t h e s e  p a r a b o l a s  c a n  t u r n  i n t o  l i n e a r  p e n a l t i e s  
o u t s i d e  w i d e r  u p p e r  a n d  l o w e r  b o u n d a r i e s  ( r l  a n d  r 4 ) . D e f a u l t  v a l u e s  d e f i n e d  i n  
A M B E R  7  a l o n g  w i t h  t h e  p e n a l t y  f u n c t i o n s  a p p l i e d  d u r i n g  t h e  s t u d i e s  o f  t h i s  t h e s i s  
a r e  l i s t e d  i n  A p p e n d i x  B .  
M D  s i m u l a t i o n s  a r e  a  w i d e l y  a c c e p t e d  t e c h n i q u e  f o r  s i m u l a t i n g  s o l v a t e d  m o l e c u l e ( s )  
i n  a t o m i c  d e t a i l .  H o w e v e r ,  f o r  s p e c i f i c  a p p l i c a t i o n s ,  s u c h  a s  t h e  s t u d y  o f  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  i n  s o l u t i o n  n e w  a l g o r i t h m s  b e t t e r  s u i t e d  f o r  t h e  i n v e s t i g a t e d  p r o b l e m s  m a y  
n e e d  t o  b e  d e v e l o p e d .  F u r t h e r m o r e ,  a  s t a t i s t i c a l  p r o b l e m  a r i s e s  w h e n  e x t e n d i n g  
s i m u l a t i o n  r e s u l t s  f r o m  a  s i n g l e  s u b s t r a t e n i g a n d  c o m p l e x  t o  t h e  e n s e m b l e - a v e r a g e d  
d a t a  m e a s u r e d  i n  e x p e r i m e n t s  s u c h  a s  N M R .  N e v e r t h e l e s s ,  M D  s i m u l a t i o n s  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h e  p o t e n t i a l  t o  p r o v i d e  a c c u r a t e  m o d e l s  f o r  e x p e r i m e n t a l  o b s e r v a t i o n s  
i n  c o m p l e x  s y s t e m s .  
1 . 9  
A l t e r n a t i v e s  t o  M I P S  -  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  
1 . 9 . 1  B a c k g r o u n d  -  s o l  g e l  c h e m i s t r y  
A  s o l  g e l  i s  a  c o l l o i d a l  s u s p e n s i o n  t h a t  c a n  b e  g e l l e d  t o  f o r m  a  s o l i d .  T h e  r e s u l t i n g  
p o r o u s  g e l  t h e n  i s  c h e m i c a l l y  p u r i f i e d  a n d  f i r e d  a t  h i g h  t e m p e r a t u r e s  i n t o  h i g h  p u r i t y  
o x i d e  m a t e r i a l s .  T h e  g e l  c a n  b e  m o d i f i e d  w i t h  a  n u m b e r  o f  d o p a n t s  t o  p r o d u c e  u n i q u e  
p r o p e r t i e s  i n  t h e  r e s u l t a n t  g l a s s  u n a t t a i n a b l e  b y  o t h e r  m e a n s .  I t  c a n  b e  u s e d  i n  
c e r a m i c s  m a n u f a c t u r i n g  p r o c e s s e s ,  a s  a n  i n v e s t m e n t  c a s t i n g  m a t e r i a l ,  o r  a s  a  m e a n s  o f  
p r o d u c i n g  v e r y  t h i n  f i l m s  o f  m e t a l  o x i d e s  f o r  v a r i o u s  p u r p o s e s ,  i n c l u d i n g  a  f o r m  
s u p e r i o r  t o  t e f l o n .  S o l - g e l  d e r i v e d  m a t e r i a l s  h a v e  d i v e r s e  a p p l i c a t i o n s  i n  o p t i c s ,  
e l e c t r o n i c s ,  e n e r g y ,  s p a c e ,  s e n s o r s  a n d  s e p a r a t i o n  t e c h n o l o g y .  
T h e  s o l - g e l  p r o c e s s  i s  a  p r o c e s s  f o r  m a k i n g  g l a s s J c e r a m i c  m a t e r i a l s .  T h e  s o l - g e l  
p r o c e s s  i n v o l v e s  t h e  t r a n s i t i o n  o f  a  s y s t e m  f i o m  a  l i q u i d  ( t h e  c o l l o i d a l  " s o l " )  i n t o  a  
s o l i d  ( t h e  " g e l " )  p h a s e .  T h e  s o l - g e l  p r o c e s s  a l l o w s  t h e  f a b r i c a t i o n  o f  m a t e r i a l s  w i t h  a  
l a r g e  v a r i e t y  o f  p r o p e r t i e s :  u l t r a - f i n e  p o w d e r s  [ 1 5 5 ] ,  m o n o l i t h i c  c e r a m i c s  [ I 5 6 1  a n d  
g l a s s e s  [ 1 5 7 ] ,  c e r a m i c  f i b e r s  [ 1 5 8 ] ,  i n o r g a n i c  m e m b r a n e s  [ 1 5 9 ] ,  t h i n  f i l m  c o a t i n g s  
[ I 6 0 1  a n d  a e r o g e l s  [ 1 6 1 ] .  T h e  p r e c u r s o r s  f o r  s y n t h e s i z i n g  t h e s e  c o l l o i d s  c o n s i s t  o f  a  
m e t a l  o r  m e t a l l o i d  e l e m e n t  s u r r o u n d e d  b y  v a r i o u s  r e a c t i v e  l i g a n d s .  M e t a l  a l k o x i d e s  
a r e  m o s t  p o p u l a r  b e c a u s e  t h e y  r e a c t  r e a d i l y  w i t h  w a t e r .  T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m e t a l  
a l k o x i d e s  a r e  t h e  a l k o x y s i l a n e s ,  s u c h  a s  t e t r a m e t h o x y s i l a n e  ( T M O S )  a n d  
t e t r a e t h o x y s i l a n e  ( T E O S ) .  H o w e v e r ,  o t h e r  a l k o x i d e s  s u c h  a s  a l u m i n a t e s ,  t i t a n a t e s ,  a n d  
b o r a t e s  a r e  a l s o  c o m m o n l y  u s e d  i n  t h e  s o l - g e l  p r o c e s s ,  o R e n  m i x e d  w i t h  T E O S .  A t  t h e  
f u n c t i o n a l  g r o u p  l e v e l ,  t h r e e  r e a c t i o n s  a r e  g e n e r a l l y  u s e d  t o  d e s c r i b e  t h e  s o l - g e l  
p r o c e s s :  h y d r o l y s i s ,  a l c o h o l  c o n d e n s a t i o n ,  a n d  w a t e r  c o n d e n s a t i o n .  T h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  p r o p e r t i e s  o f  a  p a r t i c u l a r  s o l - g e l  i n o r g a n i c  n e t w o r k  a r e  r e l a t e d  t o  a  
n u m b e r  o f  f a c t o r s  t h a t  a f f e c t  t h e  r a t e  o f  h y d r o l y s i s  a n d  c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n s ,  s u c h  
a s ,  p H ,  t e m p e r a t u r e  a n d  t i m e  o f  r e a c t i o n ,  r e a g e n t  c o n c e n t r a t i o n s ,  c a t a l y s t  n a t u r e  a n d  
c o n c e n t r a t i o n ,  H 2 0 / S i  m o l a r  r a t i o ,  a g i n g  t e m p e r a t u r e  a n d  t i m e ,  a n d  d r y i n g  [  1 5  5 1 .  
F i g u r e  1 . 2 0  s h o w s  t h e  g e n e r a l  r e a c t i o n  s c h e m e  f o r  s o l  g e l s .  
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F i g u r e  1 . 2 0 :  t h e  s o l - g e l  p r o c e s s :  h y d r o l y s i s ,  w a t e r  c o n d e n s a t i o n ,  a n d  a l c o h o l  
c o n d e n s a t i o n .  R e p r o d u c e d  f r o m  [ I 6 3 1  
1 . 9 . 2  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  
P a u l i n g  [ I 6 4 1  f i r s t  p r o p o s e d  t h e  c o n c e p t  o f  p r e a r r a n g e m e n t  o f  m o n o m e r  u n i t s  a r o u n d  
a  c h e m i c a l  s p e c i e s  ( i n  t h i s  c a s e  a n  a n t i g e n )  i n  t e r m s  o f  e x p l a i n i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
a n t i b o d i e s  i n  m a m m a l i a n  s y s t e m s .  T h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e s e  m o n o m e r  u n i t s  a r o u n d  
t h e  a n t i g e n  w a s  a c h i e v e d  b y  w e a k  i n t e r m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n s  ,  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  a n d  b y  h y d r o g e n  b o n d i n g .  A l t h o u g h  a b a n d o n e d  a s  
a n  i m m u n o l o g i c a l  c o n c e p t ,  t h e  w o r k  o f  P a u l i n g  r e s u r f a c e d  i n  t h e  s t u d i e s  o f  D i c k e y  e t  
a l . ,  [ 1 6 5 ] .  D i c k e y  n o t e d  t h a t  a  s i l i c a  g e l  s y n t h e s i s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  m e t h y l  o r a n g e  
e x h i b i t e d  s e l e c t i v e  m e m o r y  f o r  t h i s  c o m p o u n d  w h e n  r e b i n d i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  r e l a t e d  c o m p o u n d  s t r u c t u r e s  ( n - b u t y l ,  n - p r o p y l  a n d  e t h y l  
o r a n g e ) .  T h i s  ( e a r l y )  p r o c e s s  w h e r e b y  n a n o s t r u c t u r e d  s i l i c a  b a s e d  s o l i d s  e x h i b i t  
s e l e c t i v e  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  i s  n o w  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  i m p r i n t e d  s o l  g e l  p r o c e s s .  
I m p r i n t e d  s o l  g e l s  a r e  a  r a p i d l y  d e v e l o p i n g  a r e a  o f  s y n t h e t i c  r e c e p t o r  s c i e n c e .  T h e y  
h a v e  h a d  a p p l i c a t i o n  i n  s e n s o r  d e v e l o p m e n t  [ 1 6 6 ] ,  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  o r  s e l e c t i v e  
c l e a n  u p  [ I 6 7 1  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  s p e c i f i c  c o m p o u n d s  p r o p a n o l o l  [ 1 6 8 ] ,  2 , 4 -  
d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  [ 1 6 9 ] ,  n a f c i l l i n  [ 1 7 0 ] ,  f o r  s e l e c t i v e  d i s c r i m i n a t i o n  o f  
m e t h y l x a n t h i n e s  [  1 7  1 1  a n d  i n  p r o t e i n f p e p t i d e  r e c o g n i t i o n  [ 1 7 2 , 1 7 3 ] .  
S o l  g e l s  b a s e d  o n  a  s i l i c a  b a c k b o n e  a n d  i n o r g a n i c - o r g a n i c  h y b r i d  m a t e r i a l s  b a s e d  o n  
o r g a n i c a l l y  m o d i f i e d  s i l i c a s  ( o r m o s i l s )  o f f e r  a n  a t t r a c t i v e  a l t e r n a t i v e  t o  m o l e c u l a r l y  
i m p r i n t e d  p o l y m e r s .  I n d e e d  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e s  o v e r  
M I P S ,  i n c l u d i n g ,  e a s e  o f  p r e p a r a t i o n ,  g e l a t i o n  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e s  ( p a r t i c u l a r l y  
i m p o r t a n t  w h e n  p r e s e ~ n g  w e a k  i n t e r a c t i o n s ) .  I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  s o l  g e l s  e x h i b i t  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  p o r o s i t y  a n d  s u r f a c e  a r e a  t h a n  M l P s  a l o n g  w i t h  n e g l i g i b l e  
s w e l l i n g  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s  a n d  g o o d  o p t i c a l  ( t r a n s p a r e n t )  p r o p e r t i e s  [ 1 7 4 ] .  
1 . 9 . 2  C o m p a r i s o n  w i t h  M I P S  
S o l  g e l  c h e m i s t r y  u t i l i s e s  m i l d  a c i d  o r  b a s e  c a t a l y s e d  c o n d i t i o n s  t o  a c h i e v e  h y d r o l y s i s  
a n d  c o n d e n s a t i o n  o f  n u m e r o u s  s i l a n e  m o n o m e r s .  G e l a t i o n  o f  t h e  s i l a n e ( s )  s u c h  a s  
t e t r a e t h y l  o r t h o s i l i c a t e  ( T E O S ) ,  3 - A m i n o p r o p y l  t r i e t h o x y s i l a n e  ( A P T E S )  a n d  
p h e n y l t r i m e t h o x y  s i l a n e  ( P T M O S )  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  w i t h  a l c o h o l  c o s o l v e n t  
( u s u a l l y  e t h a n o l  o r  e t h o x y e t h a n o l )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  t e m p l a t e  m o l e c u l e  l e a d s  t o  t h e  
i m p r i n t e d  o r m o s i l  [ 1 7 5 ] .  T h e  p H  o f  t h e  m i x t u r e  w i l l  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  d o m i n a n t  
p r o c e s s  i s  h y d r o l y s i s  o r  c o n d e n s a t i o n .  A t  l o w  p H ,  i . e .  a c i d  c a t a l y s e d  s o l  g e l s ,  
c o n d e n s a t i o n  o c c u r s  a t  a n  e n h a n c e d  p a c e  i n  c o m p a r i s o n  t o  h y d r o l y s i s .  T h e  r e s u l t  o f  
t h i s  b e i n g  t h a t  p o l y m e r  g r o w t h  i s  f a v o u r e d  o v e r  c r o s s  l i n k i n g .  T h e  r e s u l t a n t  a c i d  
c a t a l y s e d  g e l  i s  o p t i c a l l y  t r a n s p a r e n t  w i t h  v e r y  s m a l l  p o r e s  a n d  h i g h  s u r f a c e  a r e a .  S o l  
g e l s  h a v e  s i g n i f i c a n t  p o t e n t i a l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i n  f i l m s  a n d  l a y e r s .  A  s o l  g e l  
f d m  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  p r o p a n o l o l  [ 1 6 8 ] .  A  d i r e c t  c o m p a r i s o n  
b e t w e e n  t h e  s o l  g e l  a n d  t h e  a c r y l i c  b a s e d  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  w a s  
p e r f o r m e d .  T h e  f i n d i n g s  w e r e  t h a t  t h e  s o l  g e l s  e x h i b i t e d  a  l o w e r  t o t a l  u p t a k e  o f  
p r o p a n o l o l  b u t  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  b i n d i n g  w a s  
f o u n d  t o  b e  a b r o g a t e d  w h e n  a q u e o u s  s o h r t i o n s  w e r e  r e p l a c e d  w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s .  
S i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  s o l  g e l s  d o  n o t  e x h i b i t  t h e  s a m e  d e g r e e  o f  s w e l l i n g  a s  M l P s  d o ,  
t h e  l o s s  o f  a f f i n i t y  m a y  b e  d u e  t o  s h r i n k a g e  o f  s o l  g e l s .  
S o l  g e l s  i n  b u l k  f o r m  h o w e v e r  h a v e  s t r o n g  p o t e n t i a l  f o r  u s e  i n  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
a n d  r e c e n t l y  t h e s e  a p p l i c a t i o n s  h a v e  b e e n  h i g h l i g h t e d  [ 1 7 6 , 1 7 7 ] .  G i v e n  t h a t  s w e l l i n g  
a n d  c h a n g e s  i n  p H  s h o u l d  n o t  b e  a s  s i g n i f i c a n t  a n  i s s u e  a s  w i t h  M I P S ,  t h i s  m e a n s  t h a t  
t h e  i n t e r n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  n a n o c a v i t i e s  w i t h i n  t h e  s o l  g e l  s h o u l d  b e  m a i n t a i n e d  w h e n  
l o a d i n g  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s  o r  a t  l o w e r  p H ' s .  F u r t h e r m o r e  g i v e n  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
f u n c t i o n a l  i n t e r a c t i o n s  a r e  w e a k  ( h y d r o g e n  b o n d i n g ,  e l e c t r o s t a t i c ,  v a n  d e r  W a a l s )  
s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  i s  a  c o n s i d e r a b l e  d e t e r m i n a n t  o f  t h e  p o t e n t i a l  o f  s o l  g e l  
s e l e c t i v i t y .  
1 . 9 . 3  S p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  i n  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  
S o l  g e l s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c a t a l y t i c  m a t e r i a l s  [ 1 7 8 ] .  H e r e  i t  
w a s  s h o w n  t h a t  t h e  a m o r p h o u s  m i c r o p o r o u s  o x i d e  r e t a i n e d  s t r u c t u r a l  m e m o r y  f o r  t h e  
k i n e t i c  d i a m e t e r  o f  t h e  a l c o h o l  u s e d .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  s h a p e  o f  t h e  m o l e c u l e  
b e i n g  a  d e t e r m i n a n t  o r  a t  l e a s t  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  s e l e c t i v i t y .  T h i s  p h e n o m e n o n  
h a s  b e e n  W h e r  c h a r a c t e r i s e d .  I n  t h i s  s t u d y  t h e  i m p r i n t i n g  o f  a m o r p h o u s  b u l k  s i l i c a s  
w i t h  s i n g l e  a r o m a t i c  r i n g s  c o n t a i n i n g  u p  t o  t h r e e  3 - a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e  s i d e  
g r o u p s  w a s  p e r f o r m e d .  T h e  t r i e t h o x y s i l a n e  p o r t i o n s  o f  t h e  m o l e c u l e s  s i d e  g r o u p s  w e r e  
i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s i l i c a  f i a r n e w o r k  d u r i n g  s y n t h e s i s .  T h e  a r o m a t i c  p o r t i o n  i s  
c l e a v e d  t h u s  c r e a t i n g  a  c a v i t y  i n  w h i c h  t h e  a m i n o p r o p y l  g r o u p s  a r e  s p a t i a l l y  
o r i e n t a t e d  a n d  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  t h e  p o r e  s u r f a c e .  L e u n g  e t  a l .  [ I 6 9 1  h a v e  
e m p l o y e d  a  t a i l o r  m a d e  o r g a n o - s i l a n e 3 - [ N ,  N -  
b i s ( 9 ~ l m e t h y l ) a m i n o p r o p y h r i e t h o x y s i l e  a s  a  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r m i n g  a n  
a c i d  b a s e  i o n  p a i r  w i t h  t h e  t e m p l a t e  2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d .  T h e  r e s u l t a n t  s o l  
g e l  m a t e r i a l  d i s p l a y e d  g o o d  s e l e c t i v i t y  f o r  2 , 4 - D  o v e r  a c e t i c  a c i d  a n d  b e n z o i c  a c i d .  
T h e  a u t h o r s  h e r e  h a v e  c o n c e n t r a t e d  o n  s e l e c t i v i t y  a c h i e v e d  b y  t h e  f i n c t i o n a l i t i e s  
w i t h i n  t h e  p o r e s  o f  t h e  s o l  g e l  r a t h e r  t h a n  t h e  s h a p e  o f  t h e  c a v i t y  o r  h y d r o p h o b i c  
i n t e r a c t i o n .  A  t h r e e  m o n o m e r  a p p r o a c h  t o  t h e  s o l  g e l  i m p r i n t i n g  o f  l i s i n o p r i l  
d e h y d r a t e  [ 3 2 ]  a n d  a  s i m i l a r  a p p r o a c h  f o r  2 - a m i n o p y r i d i n e  w e r e  u s e d  [ 1 7 7 ] .  I t  i s  
l i k e l y  t h a t  b o t h  c h e m i c a l  f u n c t i o n a l i t y  a n d  s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  o f  t h e  b i n d i n g  
c a v i t i e s  p l a y  s i g n i f i c a n t  r o l e s  i n  t h e  p o t e n t i a l  s e l e c t i v i t y  o f  a n  i m p r i n t e d  s o l  g e l .  
T h e  s o l  g e l  t e c h n i q u e  o f f e r s  a  w i d e  r a n g e  o f  p r o c e s s i n g  a p p r o a c h e s  t h a t  c a n  p r o d u c e  
3 - d i m e n s i o n a l  m a t r i c e s  i n  d i f f e r e n t  c o n f i g u r a t i o n s  ( t h i n  f i l m s ,  p o r o u s  m a t e r i a l s  b u l k  
s t r u c t u r e s )  f o r  u s e  a s  s o r b e n t  a n d  s e p a r a t i o n  m a t e r i a l s  a n d  s e n s o r s .  T h e  m a i n  a p p r o a c h  
f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i o t e d  s o l  g e l s  i s  t h e  s e l f - a s s e m b l y  o r  n o n -  
c o v a l e n t  a p p r o a c h .  C o m p l e x  f o r m a t i o n  r e s u l t s  f r o m  n o n - c o v a l e n t  c o - o r d i n a t i o n  
i n t e r a c t i o n s .  T h e  t e m p l a t e  i s  d i r e c t l y  a d d e d  t o  a  s o l  g e l  s o l u t i o n  p r i o r  t o  a c i d  c a t a l y s e d  
h y d r o l y s i s  a n d  c o n d e n s a t i o n .  B y  u s i n g  a  p o l a r  s o l v e n t  s u c h  a s  e t h a n o l  a n d  a  n o n - p o l a r  
s o l  g e l  p r e c u r s o r  i m p r i n t e d  s i t e s  a r e  g e n e r a t e d  b y  v a n  d e r  W a a l s ,  z a  s t a c k i n g  ( f o r  
a r o m a t i c  m o l e c u l e s ) ,  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  a n d  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  
t e m p l a t e  a n d  t h e  s o l  g e l  n e t w o r k .  T h e  s o l v e n t  i s  t h e n  e v a p o r a t e d  a t  e l e v a t e d  
t e m p e r a t u r e s  ( c . 8 m )  y i e l d i n g  a  s o l i d  p o r o u s  m a t e d .  T h e  p r e c u r s o r  m u s t  b e  c h o s e n  
s o  a s  t o  e n h a n c e  t h e  p o r o s i t y  h e n c e  f a c i l i t a t i n g  d i f i s i o n  o f  t h e  t e m p l a t e  t h r o u g h  t b e  
g e l .  P o s t  d r y i n g ,  t h e  t e m p l a t e  n e e d s  t o  b e  e x t r a c t e d  u s i n g  a  s u i t a b l e  s o l v e n t .  
1 . 1 0  I n v e s t i g a t e d  t e m p l a t e  a n a l y t e s  
1 . 1 0 . 1  C a f f e i n e  
C a f f e i n e  i s  a  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  a n d  m e t a b o l i c  s t i m u l a n t  a n d  i s  u s e d  b o t h  
r e c r e a t i o n a l l y  a n d  m e d i c a l l y  t o  r e d u c e  p h y s i c a l  f a t i g u e  a n d  r e s t o r e  m e n t a l  a l e r t n e s s  
w h e n  u n u s u a l  w e a k n e s s  o r  d r o w s i n e s s  o c c u r s .  C a f f e i n e  s t i m u l a t e s  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  
s y s t e m  f i r s t  a t  t h e  h i g h e r  l e v e l s ,  r e s u l t i n g  i n  i n c r e a s e d  a l e r t n e s s  a n d  w a k e f u l n e s s ,  
f a s t e r  a n d  c l e a r e r  f l o w  o f  t h o u g h t ,  i n c r e a s e d  f o c u s ,  
a n d  b e t t e r  g e n e r a l  b o d y  
c o o r d i n a t i o n ,  a n d  l a t e r  a t  t h e  s p i n a l  c o r d  l e v e l  a t  h i g h e r  d o s e s .  C a f f e i n e  i s  m e t a b o l i z e d  
i n  t h e  l i v e r  b y  t h e  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  o x i d a s e  e n z y m e  s y s t e m  ( s p e c i f i c a l l y ,  t h e  1 A 2  
i s o z y m e )  i n t o  t h r e e  m e t a b o l i c  d i m e t h y l x a n t h i n e s  
P a r a x a n t h i n e  ( 8 4 % )  -  H a s  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  l i p o l y s i s ,  l e a d i n g  t o  
e l e v a t e d  g l y c e r o l  a n d  f r e e  f a t t y  a c i d  l e v e l s  i n  t h e  b l o o d  p l a s m a .  
T h e o b r o m i n e  ( 1 2 % )  -  D i l a t e s  b l o o d  v e s s e l s  a n d  i n c r e a s e s  u r i n e  v o l u m e .  
T h e o b r o m i n e  i s  a l s o  t h e  p r i n c i p a l  a l k a l o i d  i n  c o c o a ,  a n d  t h e r e f o r e  c h o c o l a t e .  
T h e o p h y l l i n e  ( 4 % )  -  R e l a x e s  s m o o t h  m u s c l e s  o f  t h e  b r o n c h i ,  a n d  i s  u s e d  t o  
t r e a t  a s t h m a .  T h e  t h e r a p e u t i c  d o s e  o f  t h e o p h y l l i n e ,  h o w e v e r ,  i s  m a n y  t i m e s  
g r e a t e r  t h a n  t h e  l e v e l s  a t t a i n e d  f i o m  c a f f e i n e  m e t a b o l i s m .  
T h e  s t r u c t u r e  o f  c a f f e i n e  a n d  i t s  m a i n  m e t a b o l i t e s  i s  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  1 . 2 1  
F i g u r e  1 . 2 1 :  C a f f e i n e  i s  m e t a b o l i z e d  i n  t h e  l i v e r  i n t o  t h r e e  p r i m a r y  m e t a b o l i t e s :  
p a r a x a n t h i n e  ( 8 4 % ) ,  t h e o b r o m i n e  ( 1 2 % ) ,  a n d  t h e o p h y l l i n e  ( 4 % )  
N u m e r o u s  e x t r a c t i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  c a f f e i n e  a n d  i t s  a n a l y t i c a l  
d e t e r m i n a t i o n  i s  w e l l  d o c u m e n t e d .  I t  i s  e a s i l y  e x t r a c t e d  b y  c o n v e n t i o n a l  S P E  m e a n s .  
T h e  r a t i o n a l e  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  c a f f e i n e  a s  a  t e m p l a t e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  M I P  
w a s  a s  p r o o f  o f  p r i n c i p l e  a n d  t o  d e v e l o p  t h e  m e t h o d s  ( N M R ,  b a s i c  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  a n d  M I S P E )  w h i c h  w o u l d  f o r m  t h e  b a s i s  o f  t h e  r e m a i n d e r  o f  t h e  s t u d i e s .  
G i v e n  t h a t  c a f f e i n e  M I P S  h a v e  b e e n  p r o d u c e d ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w o u l d  b e  
c o m p a r a b l e  t o  t h e  w o r k  o f  o t h e r  r e s e a r c h e r s  i n  t h e  a r e a .  
M e t h o t r e x a t e  
M e t h o t r e x a t e  W X )  i s  a  f o l i c  a c i d  a n t a g o n i s t  a n d  b l o c k s  t h e  i n t r a c e l l u l a r  e n z y m e  
d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e ,  t h e r e b y  d i s r u p t i n g  t h e  s y n t h e s i s  o f  n u c l e i c  a c i d s .  T h e  e f f e c t  
i s  a l m o s t  a l w a y s  i n d e p e n d e n t  o f  s p e c i e s  i . e .  t h e  m e t a b o l i s m  o f  a l l  r a p i d l y  p r o l i f e r a t i n g  
c e l l s  i s  a f f e c t e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  A  s e r u m  l e v e l  o f  1 0 - ~ m o l  h a s  a  s t r o n g  i n h i b i t i n g  
e f f e c t  o n  d i h y d r o f o l a t e r e d u c t a s e  [ 1 7 9 ] .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  s u b s t a n c e  i s  h i g h l y  t o x i c  
a n d  i s  c l a s s i f i e d  a s  " t o x i c "  i n  t h e  E U  a n d  " v e r y  t o x i c "  i n  t h e  U . S . A .  I n  a d d i t i o n  t o  
a c u t e  e f f e c t s ,  c h r o n i c  t o x i c i t y  ( t e r a t o g e n i c i t y ,  m u t a g e n i c i t y )  m a y  b e  a s s u m e d .  M T X  i s  
a  p r o m i s i n g  m a r k e r  ( t r a c e r )  o f  t h e  c o n t a m i n a t i o n  l e v e l s  o f  w o r k s p a c e s  d u e  t o  b o t h  
d a c e - t e s u r f a c e  c a r r y  o v e r  e . g .  f i o m  s p i l l a g e  o r  g l o v e s  a n d  t o  a e r o s o l  t r a n s p o r t  e . g .  
f r o m  s y r i n g e  m a n i p u l a t i o n  p r o c e d u r e s .  I n  f a c t ,  M T X  i s  a  p o l y e l e c t r o l y t e ,  w i t h  a  h i g h  
w a t e r  b u t  l o w  o r g a n i c  s o l v e n t  s o l u b i l i t y ,  a  n e g l i g i b l e  v a p o u r  p r e s s u r e  a n d  a  h i g h  
c h e m i c a l  r o b u s t n e s s  t o  e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s .  I t  i s  w i d e l y  e m p l o y e d  n o t  o n l y  i n  
o n c o l o g i c  c h e m o t h e r a p y  b u t  a l s o  a s  a  g e n e r a l  i m m u n o s u p p r e s s a n t  i n  t h e  t h e r a p y  o f  
a u t o i m m u n e  d i s e a s e s .  
T h e  m o l e c u l e  o f  M T X  i s  c o m p o s e d  o f  a  h e t e r o c y c l i c  p o r t i o n  ( a  2 , 4 - d i a m i n o -  
s u b s t i t u t e d  r i n g )  l i e d  t o  a  p - a m i n o b e n z o y l  p o r t i o n ,  w h i c h  i s  i n  t u r n  a m i d e  b o n d e d  t o  
a  g l u t a m i c  a c i d  u n i t .  T h e  m o l e c u l e  i s  t h u s  a  p o l y e l e c t r o l y t e  c a r r y i n g  t w o  c a r b o x y l  
g r o u p s  w i t h  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  ( p & )  o f  3 . 3 6  ( a - c a r b o n )  a n d  4 . 7 0  ( P - c a r b o n )  -  a n d  
a  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l l y  p r o t o n a t e d  n i t r o g e n  f u n c t i o n s ,  t h e  m o s t  b a s i c  o f  w h i c h  i s  t h e  
g u a n i d i n i c  N - 1  o n  t h e  p t e r i n e  r i n g  ( p K a  5 . 7 1 ) .  I t s  w a t e r  s o l u b i l i t y  i s  p H  d e p e n d e n t  
r a n g i n g  f i o m  0 . 9 m M  a t  p H  5  t o  2 0 n M  a t  p H  7 . T h e  s t r u c t u r e s  o f  M T X  a n d  i t s  m a i n  
m e t a b o l i t e s  a r e  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  1 . 2 2 :  
F i g u r e  1 . 2 2 :  S t r u c t u r e s  o f  M T X  a n d  i t s  m a j o r  m e t a b o l i t e s .  R e p r o d u c e d  f r o m  M a r i a  
R u b i n o  [ I 8 0 1  
M T X  i s  o n e  o f  t h e  f e w  a n t i c a n c e r  a g e n t s  f o r  w h i c h  t h e r a p e u t i c  d r u g  m o n i t o r i n g  i s  
c u r r e n t l y  e m p l o y e d  i n  c l i n i c a l  p r a c t i c e .  M T X  c a n  b e  m e a s u r e d  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  
b y  a  n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s :  b i o a s s a y s ,  i m m u n o a s s a y s ,  
c h r o m a t o g r a p h y ,  ( e a c h  m e t h o d  h a v i n g  i t s  o w n  a d v a n t a g e  i n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y ,  
s p e c i f i c i t y ,  s p e e d ,  c o s t ) .  T h e  s e a r c h  f o r  m o n i t o r i n g  o f  t h e r a p e u t i c  d r u g  l e v e l s  i n  e a s y  
t o  c o l l e c t  b i o l o g i c a l  f l u i d s  s u c h  a s  s a l i v a ,  w h i c h  a r e  a n  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  i n v a s i v e  
v e n i p u n c t u r e ,  h a s  t r i g g e r e d  i n t e r e s t .  A  s i m p l e ,  s p e c i f i c  a s s a y  w i t h  a  l o w  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  t o  d e t e r m i n e  q u a l i t a t i v e l y  m e t h o t r e x a t e  i n  h o s p i t a l  e n v i r o n m e n t s  a n d  w o r k  
a r e a s  w o u l d  b e  o f  g r e a t  u s e .  
1 . 1 0 . 3  I b u p r o f e n ,  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  
I b u p r o f e n  i s  a  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g  ( N S A I D )  o r i g i n a l l y  m a r k e t e d  a s  
N u r o f e n .  I t  i s  u s e d  f o r  r e l i e f  o f  s y m p t o m s  o f  a r t h r i t i s ,  p r i m a r y  d y s m e n o r r h o e a ,  f e v e r ,  
a n d  a s  a n  a n a l g e s i c ,  e s p e c i a l l y  w h e r e  t h e r e  i s  a n  i n f l a m m a t o r y  c o m p o n e n t .  I b u p r o f e n  
i s  a n  N S A I D  w h i c h  i s  b e l i e v e d  t o  w o r k  t h r o u g h  i n h i b i t i o n  o f  c y c l o o x y g e n a s e  ( C O X ) ,  
t h u s  i n h i b i t i n g  p r o s t a g l a n d i n  s y n t h e s i s .  T h e r e  a r e  a t  l e a s t  2  v a r i a n t s  o f  
c y c l o o x y g e n a s e  ( C O X - 1  a n d  C O X - 2 ) .  I b u p r o f e n  i n h i b i t s  b o t h  C O X - 1  a n d  C O X - 2 .  I t  
a p p e a r s  t h a t  i t s  a n a l g e s i c ,  a n t i p y r e t i c ,  a n d  a n t i - i n f l a m m a t o r y  a c t i v i t y  a r e  a c h i e v e d  
p r i n c i p a l l y  t h r o u g h  C O X - 2  i n h i b i t i o n ;  w h e r e a s  C O X - 1  i n h i b i t i o n  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  i t s  
u n w a n t e d  e f f e c t s  o n  p l a t e l e t  a g g r e g a t i o n  a n d  t h e  G I  m u c o s a .  
I b u p r o f e n ,  l i k e  o t h e r  2 - a r y l p r o p i o n a t e  d e r i v a t i v e s  ( i n c l u d i n g  k e t o p r o f e n ,  f l u r b i p r o f e n ,  
n a p r o x e n )  c o n t a i n s  a  c h i r a l  c a r b o n  i n  t h e  a - p o s i t i o n  o f  t h e  p r o p i o n a t e  m o i e t y .  A s  s u c h  
t h e r e  a r e  t w o  p o s s i b l e  e n a n t i o m e r s  o f  i b u p r o f e n  w i t h  t h e  p o t e n t i a l  f o r  d i f f e r e n t  
b i o l o g i c a l  e f f e c t s  a n d  m e t a b o l i s m  f o r  e a c h  e n a n t i o m e r .  ( @ - ( + ) - i b u p r o f e n  
( d e x i b u p r o f e n )  i s  t h e  a c t i v e  f o r m  b o t h  i n  v i t r o  a d  i n  v i v o .  F u r t h e r  i n  v i v o  t e s t i n g ,  
h o w e v e r ,  r e v e a l e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  i s o m e r a s e  w h i c h  c o n v e r t e d  ( R ) - i b u p r o f e n  t o  t h e  
a c t i v e  ( a - e n a n t i o m e r .  T h u s ,  d u e  t o  t h e  e x p e n s e  a n d  f b t i l i t y  t h a t  m i g h t  b e  i n v o l v e d  i n  
m a r k e t i n g  t h e  s i n g l e - e n a n t i o m e r ,  m o s t  i b u p r o f e n  f o r m u l a t i o n s  c u r r e n t l y  m a r k e t e d  a r e  
r a c e m i c  m i x t u r e s .  I b u p r o f e n  a l o n g  w i t h  i t s  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  a n a l o g u e s  
k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 . 2 3  ( s i g m a )  
F i g u r e  1 . 2 3 :  I b u p r o f e n  ( t o p )  l o n g  w i t h  t h e  a n a l o g u e s  k e t o p r o f e n  ( m i d d l e )  a n d  n a p r o x e n  
( b o t t o m ) .  
S i n c e  t h e  a n a l o g u e s  o f  i b u p r o f e n  h a v e  a  s i m i l a r  i n  v i v o  e f f e c t ,  ( i n  e s s e n c e  t h e y  a c t  
u p o n  t h e  s a m e  r e c e p t o r s ) ,  t h e y  a r e  i n t e r e s t i n g  c a n d i d a t e s  t o  s t u d y  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  a n  
a r t i f i c i a l  r e c e p t o r .  T h e  t h r e e  m o l e c u l e s  p o s s e s s  s i m i l a r  f b n c t i o n a l i t i e s  h o w e v e r  t h e  
s h a p e  a n d  s p a t i a l  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  f b n c t i o n a l i t i e s  w i t h i n  e a c h  o f  t h e  m o l e c u l e s  
d i f f e r  c o n s i d e r a b l y .  A s  s u c h  t h e y  a r e  g o o d  c a n d i d a t e s  t o  a s s e s s  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  
s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  t o w a r d s  r e b i n d i n g .  
C h a p t e r  2  
2 . 1  I n t r o d u c t i o n  
T h e  g e n e r a l  t h e o r y  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  s u g g e s t s  t h a t  i t  a f f o r d s  a  r e l a t i v e l y  
s t r a i g h t - f o r w a r d  m e t h o d  o f  e s t a b l i s h i n g  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  v i a  f i n c t i o n a l  g r o u p s  
i n c o r p o r a t e d  w i t h i n  a  h i g h l y  c r o s s  l i n k e d  p o l y m e r i c  m o n o l i t h i c  p h a s e  o r  m a t r i x  [ 1 8 1 ] .  
W h a t  h a s  a c c o u n t e d  f o r  t h e  g r e a t e s t  n u m b e r  o f  a p p l i c a t i o n s  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s ,  i n  
t e n n s  o f  t h e  v o l u m e  o f  p u b l i s h e d  r e p o r t s ,  i s  u s e  o f  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  a s  s e l e c t i v e  
s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  s o r b e n t s  o r  H P L C  s t a t i o n a r y  p h a s e s  [ 1 8 2 ] .  T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  
w a s  t o  d e v e l o p  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  t o  s e l e c t i v e l y  e x t r a c t  c a f f e i n e ,  a  
m e t h y l x a n t h i n e ,  b y  m e a n s  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  
i t  w a s  a n t i c i p a t e d  t h a t  t h i s  w o u l d  y i e l d  a  s o m e w h a t  g r e a t e r  l e v e l  o f  a p p r e c i a t i o n  o f  
t e m p l a t e  r e b i n d i n g ,  t h u s  l e a d i n g  t o  a  h i g h e r  d e g r e e  o f  e x p l o i t a t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  
o f  M I P S  f o r  u s e  i n  S P E .  
T h e  m e t h o d  a p p l i e d  f o r  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  t h e  M I P  i n  t h i s  i n s t a n c e  w a s  b u l k  
p o l y m e r i s a t i o n .  A  c o n v e n t i o n a l  h i g h l y  c r o s s  l i n k e d  m e t h a c r y l a t e  ( E G D M A )  b a s e d  
p o l y m e r  w i t h  a  v a r i a t i o n  i n  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  t y p e  a n d  r a t i o  a n d  h e n c e  f u n c t i o n a l  
g r o u p  w a s  u s e d .  I t  w a s  a n t i c i p a t e d  t h a t  t h i s  w o u l d  i n t r o d u c e  d i s p a r i t y  i n  t h e  
r e c o g n i t i o n  e l e m e n t  a n d  t h u s  d i f f e r e n c e s  i n  s e l e c t i v i t y  w o u l d  c o r r e s p o n d  t o  v a r i a t i o n s  
i n  k n c t i c m a l  m o n o m e r .  T h e  p r o c e s s  i n v o l v e d  p o l y m e r i s a t i o n  o f  t h e  k n c t i o n a l  
m o n o m e r  w i t h  t h e  c r o s s  l i n k i n g  a g e n t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t e m p l a t e  t o  form t h e  
m o n o l i t h .  
T h e  b u l k  p o l y m e r  p r o d u c e d  i s  t h e n  g r o u n d  t o  a  f i n e  a n d  u n i f o r m  
c o n s i s t e n c y  a n d  p a c k e d  d r y  i n t o  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c a r t r i d g e s .  T h i s  t h e n  m e a n s  
t h a t  t h e  p o l y m e r  i s  a c t i n g  a s  a  s o l i d  s t a t i o n a r y  p h a s e .  E v a l u a t i o n  o a r s  b y  s u b j e c t i n g  
t h e  s o r b e n t  t o  a  s t a n d a r d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  a n d  t e s t i n g  i t s  a b i l i t y  t o  
s e l e c t i v e l y  i s o l a t e  a n d  c o n c e n t r a t e  t h e  r e q u i r e d  t e m p l a t e  & o m  a  m i x t u r e .  
T h e  d y t e  c h o s e n  f o r  t h i s  i n i t i a l  s t u d y  w a s  c a f f e i n e ,  a  m e t h y l x a n t h i n e .  X a n t h i n e s  a r e  
w e l l  s t u d i e d  c o m p o u n d s .  M I P S  a g a i n s t  t h e o p h y l l i n e  h a v e  b e e n  u s e d  i n  b u l k  f o r m  f o r  
s e p a r a t i o n s  [ 1 8  1 - 1 8 4 1  a n d  b i n d i n g  a s s a y s  1 1 8 5 1  a n d  a  c a f f e i n e  M I P  f o r  u s e  i n  S P E  o f  
b l o o d  p l a s m a  h a s  b e e n  c o n s t r u c t e d  b y  T h e o d o d o r i s  e t  o f . ,  [ 1 8 6 ] .  C a f f e i n e  r e p r e s e n t s  a  
m o d d  c o r n p ~ ~ ~ d  f u r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  M I P S  h a v i n g  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  s e v e r a l  
s t u d i e s  r a n g i n g  f i o m  s e p a r a t i o n s  [ I 8 7 1  t o  c a E e i n e  e s  a s  s e n s i n g  e l e m e n t s  [ 1 8 8 ] .  
A l s o ,  s e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  u s e d  c a f f e i n e  a s  a  m o d e l  c o m p o u n d  t o  i n v e s t i g a t e  
a l t e r n a t i v e  M I P  f o r m a t s  [ 1 8 9 , 1 9 0 ] .  T h e  s t r u c t u r e s  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  a r e  
s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  2 . 1  
F i g u r e  2 . 1  ( a ) :  C a f f e i n e  
F i g u r e  2 . 1  ( b ) :  T h e o p h y l l i n e  
A s  c a n  b e  s e e n  b o t h  s t r u c t u r e s  a r e  v e r y  c l o s e l y  s i m i l a r .  T h e  m o l e c u l e s  w e r e  c h o s e n  
f o r  t h e i r  s t r u c t u r a l  s i m p l i c i t y  a n d  t h e  f a c t  t h a t  t h e y  a r e  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  a n d  e a s y  t o  
w o r k  w i t h .  C a f f e i n e  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  a n a l y t e s  s t u d i e d  i n  m o d e m  
i n s t r u m e n t a l  a n a l y s i s .  I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  p r e s e n m  o f  t h e  l a n e  p a i r  o f  e l e c t r o n s  o n  
t h e  a r o m a t i c  n i t r o g e n  o f  t h e  c a f f e i n e  m o l e c u l e  w o u l d  f a c i l i t a t e  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  -  
O H  g r o u p  o n  t h e  m e t h a c r y l i c  a c i d  m o n o m e r  y e t  n o t  w i t h  t h e  2 - v i n y l p y r i d i n e  
m o n o m e r  ( b o t h  s h o w n  b d o w  i n  f i g m e  2 . 2 )  
F i g  2 . 2  ( a )  m e t h a c r y l i e  a c i d  
F i g  2 . 2  ( b )  Z v i n y l p y r i d i n e  
T h e  m a i n  a d v a n t a g e  t h a t  M I P s  p o s s e s s  o v e r  c o n v e n t i o n a l  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
p a c k i n g  m a t e r i a l s  i s  t h e i r  s e l e c t i v i t y .  R e t e n t i o n  m e c h a n i s m s  o f  m a n y  o f  t h e  
c o m m o n l y  e m p l o y e d  S P E  m a t e r i a l s  a r e  b a s e d  o n  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  a  
m a j o r  d r a w b a c k  o f  S P E  c a n  b e  t h e  c o - e l u t i o n  o f  i n t e r f e r i n g  s p e c i e s .  T h e  n a t u r e  o f  t h e  
M I P  -  t e m p l a t e  r e b i n d i n g  i s  s u c h  t h a t  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  h y d r o p h o b i c  
s h o u l d  b e  m i n i m i s e d  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  o t h e r  c o m p o u n d s  w i l l  n o t  f o r m  t h e  s a m e  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h i s  i s  a l s o  i n  p a r t  o w i n g  t o  t h e  n a t u r e  o f  
t h e  s h a p e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  c o m p l e x .  T h i s  i s  r e l a t e d  t o  t h e  c h a r a c t e r  o f  t h e  a c t u a l  
c a v i t i e s  ( p o r e s )  t h e m s e l v e s  o r  " b i n d i n g  p o c k e t s " .  I n  t h i s  r e g a r d ,  t h e  r e l a t i v e  s i z e  
d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p o r e s  i s  c r i t i c a l  t o  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e  l o c a t i o n s  
w h i c h  a r e  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  p o r e s .  A  c r u c i a l  a s p e c t  o f  e n g i n e e r i n g  M I P S  w i t h  p o r e s  
o f  d e f i n e d  s i z e  d i s t r i b u t i o n  i s  t h e  c h o i c e  o f  p o r o g e n -  T y p i c a l  p o r e  f o r m i n g  s o l v e n t s  
i n c l u d e  a c e t o n i t r i l e ,  e t h y l  a c e t a t e  w h e r e a s  n o n - p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  c h l o r o f o r m  a n d  
t e n d  t o  n o t  f o r m  a  p o r o u s  m a t r i x  w i t h  h i g h  s u r f a c e  a r e a s .  A s  a  g e n e r a l  r u l e  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  v o l u m e  o f  p o r o g e n  u s e d  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  o r  d e c r e a s i n g  t h e  
a m o u n t  o f  m o s s  M e r  d l  l e a d  t o  a  g r e a t e r  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  ( m e s o - m a c r o p o r e s ) .  
D e c r e a s i n g  t h e  v o l u m e  o f  p o r o g e n  o r  i n c r e a s i n g  t h e  a m o u n t  o f  c r o s s  l i n k e r  w i l l  l e a d  
t o  p o l y m e r s  o f  s m a l l e r  a v e r a g e  p o r e  s i z e s .  
I n  t h i s  r e s p e c t  i t  w o u l d  b e  a d v a n t a g e o u s  t o  e n g i n e e r  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  
p r o c e s s  t o  o p t i m i s e  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  r e s u l t a n t  M I P  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g .  
T r a d i t i o n a l l y ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  h a s  b e e n  b a s e d  o n  t h e  t r i a l  a n d  
e r r o r  a p p r o a c h .  T h i s  m e t h o d  i n v o l v e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  n u m e r o u s  M I P S  f o r  a  
p a r t i c u l a r  t e m p l a t e .  T y p i c a l l y ,  r e l a t i v e  r a t i o s  o f  t e m p l a t e  t o  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w e r e  
v a r i e d .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  v o h m e  o f  c r o s s  l i n k e r  i s  v a r i e d  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p o r o g e n  
i t s e l f  A l l  o f  t h e  p o l y m e r s  c o n s t r u c t e d  a r e  w a s h e d ,  s i e v e d  t o  a p p r o p r i a t e  s i z e  a n d  
t e s t e d  f o r  e f f e c t i v e n e s s  i n  r e b i n d i n g  s t u d i e s .  T h i s  p r o c e s s  i s  l a b o u r  i n t e n s i v e ,  
l a b o r i o u s  a n d  w a s t e k l  o f  l a b o r a t o r y  r e s o u r c e s .  H e n c e ,  t o  i m p r o v e  t h e  e f f i c i e n c y  o f  
s e l e c t i o n  o f  s u i t a b l e  M I P s  a t t e r r t i o n  i s  n o w  t u r n i n g  t o w a r d s  a  m o r e  c a l c u l a t e d  
a p p r o a c h  t o  t h e  d e s i g n  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s .  T h i s  m e t h o d  h a s  b e e n  t e r m e d  t h e  
r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h  a n d  i s  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  1 .  I n  o r d e r  f o r  t h i s  t o  b e  e f f e c t i v e ,  
a  g r e a t e r  l e v e l  o f  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m o l e c u l a r  l e v e l  e v e n t s  s u r r o u n d i n g  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i s  r e q u i r e d .  F u r t h e r m o r e ,  k n o w l e d g e  o f  
t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x  d u r i n g  t h e  e a r l y  s t a g e s  o f  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  i s  d e s i r a b l e .  
W i t h i n  t h e  f i e l d  o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  N M R  s p e c t r o s c o p y  i s  n o w  b e i n g  w i d e l y  u s e d  
t o  p r e d i c t  t h e  i n f l u e n c e  o f  r a t i o s  o f  t e m p l a t e  t o  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  M o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  s o h w e  i s  a  r e l a t i v e l y  n e w e r  t o o l  i n  t h i s  r e g a r d .  I t s  p o t e n t i a l  h a s  b e e n  
r e c o g n i s e d  i n  v a r i o u s  r e c e n t  r e p o r t s .  I n  t h i s  c h a p t e r  t h e  H y p e r c h e m  7 . 5  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  s o f h a r e  h a s  b e e n  e m p l o y e d .  
T h e  a p p l i c a t i o n  o f  F \ T M R  s p e c t r o s c o p y  a n d  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s o f t w a r e  i n  
e l u c i d a t i o n  o f  t h e  n a t u r e  o f  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  p r e s e n t  d u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i s  d e m o n s t r a t e d .  F i r s t l y ,  a  n u m b e r  o f  M I P S  f o r  
c a f f e i n e  w e r e  s y n t h e s i s e d  b a s e d  o n  t h e  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  N M R  a n d  m o d e l l i n g  
s t u d i e s  a n d  a s s e s s e d  ( i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g )  b y  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  S e c o n d l y ,  a n d  
b a s e d  o n  t h e  S P E  r e s u l t s ,  t w o  M l P s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  a n a l y s i s  b y  n i t r o g e n  
p o r o s i m e t r y ,  a  M I P  w h i c h  h a d  p e r f o r m e d  w e l l  a n d  o n e  w h i c h  h a d  b e e n  u n s u c c e s s f u l .  
B o t h  t h e  s u r f a c e  a r e a s  a n d  t h e  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  b y  n i t r o g e n  
p o r o s i m e t r y .  
2 . 1 . 1  A i m s  a n d  o b j e c t i v e s  
T h i s  c h a p t e r  a i m s  t o  s h o w  t h a t  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f i o m  t h e  m o d e l l i n g  a n d  N M R  s t u d i e s  
a l l i e d  t o  t h e  p o s t  p o l p e r i s a t i o n  p o r e  s i z e  d a t a  a l l o w  t h e  e n g i n e e r i n g  o f  f u n c t i o n a l  
M I P S .  T h e  b a s i s  o f  t h i s  e n g i n e e r i n g  i s  a n  e n h a n c e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  b e h a v i o u r  o f  t h e  c o m p l e x  d u r i n g  p o l y m e r i s a t i o n .  A  r a t i o n a l  
d e s i g n  a p p r o a c h  w a s  t a k e n  t o  t h e  p l a n n i n g  a n d  s y n t h e s i s  o f  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  
p o l y m e r  c a p a b l e  o f  e x t r a c t i n g  & e k e  ( t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e )  f r o m  s a m p l e s  
c o n t a i n i n g  c a f f e i n e .  D a t a  f i o m  N M R  t i t r a t i o n  e x p e r i m e n t s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a p p r o a c h  w e r e  u s e d  i n  p r e d i c t i n g  t h e  r e l a t i v e  r a t i o s  o f  t e m p l a t e  
t o  h n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  h r t h e r m o r e  d e t e m i n e d  b o t h  t h e  c h o i c e  o f  s o l v e n t  
( p o r o g e n )  a n d  t h e  a m o u n t  u s e d  f o r  t h e  s t u d y .  I t  w a s  h r t h e r  i n t e n d e d  t h a t  p o s t  
p o l y m e r i s a t i o n  a n a l y s i s  o f  t h e  p o l y m e r  i t s e l f  b y  a n a l y s i s  o f  t h e  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  
a n d  s u r f a c e  a r e a  w o u l d  y i e l d  s i g n i f i c a n t  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  s i z e  a n d  
d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  p o r e s  w i t h i n  t h e  p o l y m e r  m a t r i x .  H e r e  i s  p r o p o s e d  a  s t e p w i s e  
p r o c e d u r e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  a n d  t e s t i n g  o f  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  u s i n g  a  
w e l l  s t u d i e d  c o m p o u n d  -  c a f f e i n e  -  a s  a  m o d e l  s y s t e m .  I t  i s  s h o w n  t h a t  b o t h  t h e  
p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  ( M I P )  a n d  t h e  a n a l y s i s  o f  
t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  c a n  y i e l d  v i t a l  i n f o r m a t i o n  t h a t  c a n  p r e d i c t  h o w  w e l l  
a  g i v e n  M I P  w i l l  p e r f o r m .  
2 . 2  E x p e r i m e n t a l  
2 . 2 . 1  M a t e r i a l s  
A c e t o n i t r i l e ,  m e t h a n o l ,  w a t e r  ( H P L C  g r a d e ) ,  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e ,  t h e o b r o m i n e ,  
m e t h a c r y l i c  a c i d ,  ( M A A ) ,  e t h y l e n e  g l y c o l  d i m e t h a c r y l a t e ,  2 - v i n y l p y r i d i n e ,  s o d i u m  
p h o s p h a t e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  ( D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  A z o i s o b u t y r o n i t r i l e  
w a s  p u r c h a s e d  f i o m  F i s h e r  S c i e n t i f i c  ( U K ) .  D e u t e r a t a t e d  a c e t o n i t r i l e ,  m e t h a n o l  a n d  
c h l o r o f o r m  w e r e  p u r c h a s e d  & o m  A p o l l o  S c i e n t i f i c  ( B r e d b u r y ,  U K )  a n d  u s e d  a s  
s u p p l i e d .  2 - V i n y l p y r i d i n e ,  m e t h a c q l i c  a c i d  a n d  E t h y l e n e  g l y c o l  d i m e t h a c r y l a t e  
( E G D M A )  w e r e  p u r i f i e d  b y  v a c u u m  d i s t i l l a t i o n  p r i o r  t o  u s e  i n  o r d e r  t o  r e m o v e  
i n h i b i t o r s .  T h e  2 5  p n  m e s h  s i z e  s i e v e  u s e d  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  R e t s c h .  
2 . 2 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
O n e  m m o l  o f  t e m p l a t e  ( c a f f e i n e  1 9 4 . 1 9  m g )  w a s  d i s s o l v e d  i n  4  o r  8  m l  a c e t o n i t r i l e  o r  
c h l o r o f o r m  i n  a  b o r o s 3 c a t e  t e s t  t u b e .  T o  t h i s  w a s  a d d e d  4  m a 1  o f  M A A  ( 3 4 4  m g ) .  
T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n .  E G D M A ,  2 0  r n m o l ( 4 1 6 7  p l )  
w a s  t h e n  a d d e d  f o l l o w e d  b y  A I B N ,  5 0  m g  p e r  p o l y m e r i s a t i o n .  T h e  r a t i o  o f  E G D M A  
t o  f i r n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  k e p t  b e l o w  1 0 :  1 .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  a  M e r  1 0  
m i n  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  d i s s o l u t i o n  o f  a l l  t h e  c o m p o n e n t s .  T h e  m i x t u r e  w a s  t h e n  
s o n i c a t e d  f o r  1 0  m i n .  I n  o r d e r  t o  c o m p l e t e l y  d e g a s  t h e  s o l u t i o n  i t  w a s  s p a r g e d  w i t h  N z  
f o r  5  r n i n .  T h e  t u b e s  w e r e  t h e n  p l u g g e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  g r a d u a l l y  h e a t e d  t o  6 0 ' ~  i n  
a  w a t e r  b a t h .  A  1 6  h o u r  p o l y m e r i s a t i o n  t i m e  w a s  u s e d .  F o l l o w i n g  p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  
t u b e s  w e r e  s m a s h e d  a n d  t h e  p o l y m e r  w a s  r e m o v e d .  T h e  p o l y m e r  w a s  b r o k e n  u p  
b e f o r e  b e i n g  g r o u n d  w i t h  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e  a n d  f i n a l l y  g r o u n d  b y  h a n d .  T h e  
p a r t i c l e s  w e r e  t h e n  s i e v e d  t o  < 2 5  p m  u s i n g  a c e t o n e .  R e p e a t e d  c y c l e s  o f  g r i n d i n g  a n d  
s i e v i n g  w e r e  n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  a c q u i r e  e n o u g h  o f  t h e  p o l y m e r  ( 2 0 0 - 3 0 0  m g )  a t  
s i z e  < 2 5  p . m .  S m a l l e r  p a r t i c l e s  (Gp) w e r e  r e m o v e d  b y  s t a n d i n g  i n  a c e t o n e .  
T y p i c a l l y ,  1 0 0  m l  o f  a c e t o n e  w a s  a d d e d  t o  t h e  p o l y m e r  i n  a  g r a d u a t e d  c y l i n d e r .  T h e  
p o l y m e r  w a s  a l l o w e d  t o  s e t t l e  f o r  -  1  h o u r  a n d  t h e n  t h e  a c e t o n e  w a s  r e m o v e d .  T h i s  
w a s  r e p e a t e d  4 - 6  t i m e s  p e r  p o l y m e r .  C o n t r o l  p o l y m e r s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  w a y  
w i t h  t h e  o m i s s i o n  o f  t e m p l a t e .  A s  r e g a r d s  w a s h i n g ,  f o l l o w i n g  s i e v i n g  t o  t h e  c o r r e c t  
p a r t i c l e  s i z e s ,  t h e  M I P S  w e r e  w a s h e d  i n  a  s o l u t i o n  o f  h o t  m e t h a n o l  w i t h  1 0 %  a c e t i c  
a c i d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  a l s o  s t i r r e d  v i g o r o u s l y .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  n u m e r o u s  
t i m e s  u n t i l  n o  t r a c e  o f  c a f f e i n e  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  w a s h i n g s .  H P L C  w a s  u s e d  t o  
a n a l y s e  t h e  w a s h i n g  s o l u t i o n s .  D u r i n g  t h e  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  t h e  p a c k e d  
c a r t r i d g e  w a s  p r e - w a s h e d  ( b e f o r e )  c o n d i t i o n i n g  w i t h  b o t h  m e t h a n o l  a n d  a c e t o n i t r i l e .  
T h e s e  p r e - l o a d  w a s h i n g s  w e r e  a n a l y s e d  a n d  n o  c a f f e i n e  w a s  f o u n d .  
2 . 2 . 3  N M R  A n a l y s i s  
A l l  N M R  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  o n  a  B r u c k e r  4 0 0  M H z  i n s t r u m e n t  a t  2 5 ' ~ .  T h e  
v o l u m e  f o r  a n a l y s i s  w a s  7 5 0  p l  a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o t h  c a f f e i n e  ( t e m p l a t e )  a n d  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  s u b s t i t u t e  w e r e  0 . 0 4  M .  T h e  d e u t e r a t e d  s o l v e n t s  u s e d  w e r e  
a c e t o n i t r i l e  a n d  c M o r o f o r m .  P r o c e s s i n g  o f  s p e c t r a  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  s i l i c o n  
g r a p h i c s  w o r k s t a t i o n  o p e r a t i n g  o f f  a  U N I X  p l a t f o r m .  
2 . 2 . 4  M o l e c u l a r  m o d e h g  
T h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s o f t w a r e  p r o g r a m  u s e d  f o r  t h i s  s t u d y  w a s  H y p e r c h e m  7 . 5  
( H y p e r c u b e  i n c . ,  G a i n s v i l l e ,  F l o r i d a ) .  T h e  s t r u c t u r e  o f  c a f f e i n e ,  t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  ( m e t h a c r y L i c  a c i d  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e )  w e r e  d r a w n  i n  t h e  
H y p e r c h e m  p r o g r a m  a n d  m i n i m i s e d  t o  t h e  l o w e s t  e n e r g y  c o n f o r m a t i o n  a l l o w e d  b y  t h e  
m o l e c u l a r  m e c h a n i c s  ( M M + )  m e t h o d  a n d  t h e n  r e f i n e d  u s i n g  t h e  s e m i - e m p i r i c a l  
m e c h a n i c  ( P M 3 )  m e t h o d .  T h e  c o n f o r m a t i o n  o f  l o w e s t  e n e r g y  w a s  r e f i n e d  w i t h  a n  a b  
i n i t i o  ( 3 - 2 1  G )  q u a n t u m  m e c h a n i c  b a s i s  s e t .  T o  a n a l y s e  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  f o r  c a l c u l a t i o n  o f  b i n d i n g  e n e r g i e s ,  t h e  A m b e r  
M M  m e t h o d  w a s  u s e d .  T h e  f o r c e - f i e l d  w a s  s e t  u p  w i t h  c o n s t a n t  d i e l e c t r i c  a n d  v a n  d e r  
W a a l s  a n d  e l e c t r o s t a t i c  s c a l e  f a c t o r s  a s  0 . 5 .  T h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  e n e r g i e s  
( b e t w e e n  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E q u a t i o n  2 . 1  s h o w n  b e l o w :  
E q n  2 . 1  
2 . 2 . 5  U V - V I S I B L E  m o l e  r a t i o  a n a l y s i s  
A  m o l a r  r a t i o  p l o t  w a s  c o n s t r u c t e d  b y  t h e  s y s t e m a t i c  v a r i a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  m o l a r  
r a t i o  o f  c a f f e i n e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d .  T h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  c o m p o u n d s  
w a s  0 . 4  M .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c a f f e i n e  w a s  k e p t  c o n s t a n t  a n d  t h e  r a t i o  o f  
m e t h a c r y l i c  a c i d  w a s  i n c r e a s e d  f k o m  1 : O  t o  1 : s .  T h e  t o t a l  v o l u m e  f o r  e a c h  a n a l y s i s  
w a s  3  m l  a n d  a l l  U V  - V i s i b l e  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  a t  2 7 2  n r n .  F o r  c o n t r o l  s t u d i e s  
M A A  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m e  v o l u m e  o f  w a t e r  a t  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  b u t  
w i t h o u t  t h e  p r e s e n c e  o f  t e m p l a t e .  
2 . 2 . 6  M o l e c u l a r l y  I m p r i n t e d  S o l i d  P h a s e  E x t r a c t i o n  ( M I P S E )  
E m p t y  p l a s t i c  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c a r t r i d g e s  w e r e  u s e d  f o r  t h i s  s t u d y .  A  2 0 0  m g  
w e i g h t  o f  t h e  d r y  p o l y m e r  w a s  p l a c e d  i n t o  t h e  c a r t r i d g e s  w i t h  f l i t s  a t  e i t h e r  e n d .  T h e  
s y s t e m  w a s  w a s h e d  t h r o u g h  t h o r o u g h l y  w i t h  a c e t o n i t r i l e  t o  r e m o v e  a n y  a i r  b u b b l e s  
t h a t  m a y  a f f e c t  s o l v e n t  f l o w .  T h e  p a c k e d  p o l y m e r  w a s  f u r t h e r  w a s h e d  w i t h  m e t h a n o l  
t o  e n s u r e  t h e  a b s e n c e  o f  c a f f e i n e  a n d  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  w a s h i n g  
p r o c e d u r e .  T h e  e x t r a c t i o n  e x p e r i m e n t s  i n v a l v e d  l o a d i n g  t h e  M I P - S P E  e u l u r n n  w i t h  a  
1  m l  a l i q u o t  o f  a  s o l u t i o n  o f  5 0  p g  m l - '  o f  c a f f e i n e .  A l l  S P E  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  u s i n g  V a c M a s t e r  2 0  S P E  p r o c e s s i n g  s y s t e m .  S a m p l e s  w e r e  l o a d e d  i n  5 0  
mM S o d i u m  p h o s p h a t e .  A  f i r s t  w a s h  i n  t h e  s a m e  b u f f e r  ( 1  m i )  w a s  f o l l o w e d  b y  a  
s e c o n d  i n  1 %  T E A  i n  a c e t o n i t r i l e  a l s o  I  m l .  E l u t i o n  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  l m l  o f  1 %  
a c e t i c  a c i d  i n  a c e t o n i t r i l e .  A l l  s o l u t i o n s  w e r e  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  u n d e r  N 2  a n d  
r e c o n s t i t u t e d  i n  8 0 0  p f  m e t h a n o l  
2 . 2 . 7  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
S a m p l e s  o f  R e d  ~ ~ 1 1 ~ ~  a  h i g h  c a f f e i n e  s o f t  d r i n k  c o n t a i n i n g  3 2  m g  o f  c a f f e i n e  p e r  
1 0 0  m l  ( a m o n g s t  o t h e r  i n g r e d i e n t s )  w e r e  d i l u t e d  1 1 1 0 0  w i t h  w a t e r  a n d  a p p l i e d  d i r e c t l y  
( I d )  t o  t h e  MTP S P E  c o l u m n .  A l s o  t h e  u n d i l u t e d  R e d  B u l l  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  
( a l s o  1  m l ) .  
2 . 2 . 8  H P L C  d e t e r m i n a t i o n s  
H P L C  a n a l y s e s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  s e r i e s  1 0 5 0  s y s t e m  w i t h  a  
R h e o d y n e  i n j e c t i o n  v a l v e  u s i n g  a n  A l l t e c h  B R A V A  O D s  c o l u m n  ( 2 5  c m  x  4 . 6  m m ,  
p a r t i c l e  s i z e  5 p m ) .  T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  a  8 0 : 2 0  v / v  m i x t u r e  o f  0 . 0 5 M  a q u e o u s  
s o d i u m  p h o s p h a t e :  M e t h a n o l  a n d  t h e  f l o w  w a s  m a i n t a i n e d  a t  1 . 0  m l / m i n .  A  1 0  p l  
i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  u s e d  f o r  a l l  a n a l y s e s .  S e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  2 5 ' ~  
( i s o c r a t i c  e l u t i o n ) .  T h e  w a v e l e n g t h  u s e d  f o r  d e t e c t i o n  w a s  2 7 2  n m .  
T o  f a c i l i t a t e  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s  i n  e x t r a c t s  a  c a l i b r a t i o n  c u r v e  w a s  
c o n s t r u c t e d .  R e f e r e n c e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  c a f f e i n e  a n d  t h e o p h y l l i n e  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  0 . 1 , 0 . 5 ,  1 ,  5 , 2 0 ,  5 0 ,  1 0 0  a n d  2 0 0  p g  m l "  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  t r i p l i c a t e  
a n d  t h e  p e a k  a r e a s  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s .  
2 . 2 . 9  P o r e  s i z e  a n d  s u r f a c e  a r e a  a n a l y s i s  
P o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n d  d a c e  a r e a s  o f  t h e  w a s h e d  p o l y m e r s  w e r e  a n a l y s e d  b y  
N i t r o g e n  p o r o s i m d r y  ( u s i n g  t h e  B r u n a u e r - E m m e t t - T e l l e r  ( B E T )  m e t h o d ) .  T h e  
a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  o n  a n  A S A P  2 0 1 0  f r o m  R M l T  A p p l i e d  C h e m i s t r y  
( M i c r o m e r i t i c ) .  A  3 0 0  m g  q u a n t i t y  o f  t h e  d r y  p o l y m e r  w a s  u s e d  f o r  a n a l y s i s .  R e l e v a n t  
i n f o r m a t i o n  w a s  o b t a i n e d  a s  f o l l o w s :  A  p l o t  o f  p o r e  s i z e  v s .  i n c r e m e n t a l  p o r e  v o l u m e  
g a v e  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  A  p l o t  o f  p o r e  s i z e  v s .  p o r e  v o l u m e  g a v e  t o t a l  p o r e  
v o l u m e .  T h e  s u r f a c e  a r e a s  a n d  t o t a l  p o r e  v o l u m e s  o f  t h e  p o l y m e r s  w e r e  a l s o  o b t a i n e d .  
2 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
2.3.1 M o 1 e c d a r  m o d e l l i n g  o f  t e m p l a t e  -  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  
I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  m o n o m e r s  a n d  c a f f e i n e ,  a  s e r i e s  o f  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  i n t e r a c t i o n  s t u d i e s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  H y p e r c h e m  7 . 5  
s o f t w a r e  p a c k a g e  ( G a i n s v i l l e ,  F l o r i d a ) .  M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  i s  u s e f h l  i n  t h i s  r e g a r d  a s  
i t  a l l o w s  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  p a r t i a l  c h a r g e s  o n  e a c h  o f  t h e  a t o m s  o f  t h e  m o l e c u l e  
[ 1 9 2 - 1 9 4 1 .  
F i g u r e  2 . 3  p r e s e n t s  t h e  p a r t i a l  c h a r g e s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  c a f f e i n e  m o l e c u l e :  
F i g u r e  2 3 :  T h e  p a r t i a l  c h a r g e s  o b t a i n e d  b y  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  o f  a t o m s  o n  t h e  
c a f f e i n e  m o i e c u l e .  N i t r a g e n s  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  b l u e ,  c a f i o n s  i n  g r e e n  a n d  o x y g e n s  i n  
r e d .  H y d r o g e n s  a r e  s h o w n  i n  w h i t e  a n d  a l w a y s  h a v e  p a r t i a l  c h a r g e s  b e t w e e n  0 . 2  a n d  
0 . 2 9 .  
F r o m  t h i s  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  a r e  s e v e r a l  s i t e s  o n  t h e  m o l e c u l e  c a p a b l e  o f  
u n d e r g o i n g  e l e c t r o s t a t i c  o r  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s .  I n  p a r t i c u l a r  t h e  t w o  
n i t r o g e n s  o f  t h e  5  m e m b e r e d  r i n g  a n d  b o t h  o f  t h e  o x y g e n s  a r e  l i k e l y  t o  b e c o m e  
h y d r o g e n  b o n d  a c c e p t o r s  w i t h  a  p r o t o n  p r e s e n t  i n  a  k n c t i o n a l  m o n o m e r .  
D o n g  s t  a l . ,  [ l o g ] ,  h a v e  u s e d  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  p a r t i a l  c h a r g e s  o n  t h e  t h e o p h y l l i n e  
m o l e c u l e  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  c a p a c i t y  o f  e a c h  o f  t h e  o x y g e n ,  
n i t r o g e n  a n d  h y d r o g e n  a t o m s  ( i n  t e r m s  o f  b e i n g  a  d o n o r  o r  a c c e p t o r ) .  T h e  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  m e t h o d  e m p l o y e d  h e r e  s h o w s  t h a t  t h e r e  i s  s o m e  d e g r e e  o f  d e l o ~ i s a t i o n  o f  
e l e c t r o n s  o f  t h e  n i t r o g e n  a t o m s  o n  t h e  5 - m e m b e r e d  r i n g .  L o o k i n g  a t  t h e  m o d e l  o f  
m e t h a c r y l i c  a c i d  s h o w n  i n  f i g u r e  2 . 4 %  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  n i t r o g e n s  ( o f  c a f f e i n e )  
m a y  p a r t i c i p a t e  i n  h y d r o g e n  b o n d i n g  w i t h  t h e  p r o t o n  o n  t h e  h y d r o x y l  g r o u p .  F i g u r e  
2 . 4 b  s h o w s  t h e  m o d e l  o f  2 - v i n y l p y r i d i n e .  H e r e  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  c a f f e i n e  c o u l d  f o r m  
a  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n  o r  i o n  p a i r  w i t h  t h e  n i t r o g e n  o f  Z v i n y l p y r i d i n e  
a l t h o u g h  t h e  c a f f e i n e  p r o t o n s  m a y  n o t  b e  s u f f i c i e n t l y  a c i d i c .  
( a )  
F i g u r e  2 . 4 a  s h o w s  t h e  h y p e r c h e m  c a l c u l a t e d  p a r t i a l  c h a r g e s  f o r  m e t h a c r y l i c  a c i d  ( M A A )  
a n d  f i g u r e  2 . 4 b  i l l u s t r a t e s  t h e  p a r t i a l  c h a r g e s  f o r  Z v i n y l p y r i d i n e  ( 2 V p y ) .  N i t r o g e n  =  
b l u e .  C a r b o n  =  g r e e n .  O x y g e n  =  r e d .  H y d r o g e n  =  w h i t e .  
In o r d e r  t o  e v a l u a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  t e m p l a t e  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s ,  t h e  b i n d i n g  
e n e r g i e s  ( A E )  o f  c a f f e i n e  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  a n d  2  v i n y l p y r i d i n e  w e r e  c a l c u l a t e d  
a n d  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  2 . 1 .  I t  i s  d o c u m e n t e d  [ 4 4 ] ,  t h a t  w h e n  a  l i b r a r y  o f  h n c t i o n a l  
m o n o m e r s  i s  s c r e e n e d  a g a i n s t  a  t e m p l a t e  u s i n g  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s o h e ,  t h e  
m o n o m e r s  g i v i n g  t h e  h i g h e s t  b i n d i n g  e n e r g y  a r e  m o r e  l i k e l y  t o  f o r m  s t r o n g  
c o m p l e x e s .  T a b l e  2 . 1  s h o w s  t h a t  A E  ( M A A )  >  A E  ( 2 V p y ) .  
T a b l e 2 . 1 :  C a l c u l a t e d  b i n d i n g  e n e r g i e s  ( A E )  o f  c a f f e i n e  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  2  
v i n y l p y r i d i n e  a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  i n  v a c u u m  
M o l e c u l e s  E n e r g y  AE ( B i n d i n g  e n e r g y )  
( W  m o l - I )  ( k J  m o l - l )  
C a f f e i n e  
- 2 4 . 7 4  -  
M e t h a c r y l i c  a c i d  
- 3 6 . 6 3  -  
2 - V i n y l p y - i d i n e  
- 1 2 . 5 2  -  
C o m p l e x  ( M e t h a c r y l i c  a c i d )  
- 7 7 . 2 7  - 3 8 . 4 1  
C o m p l e x  ( 2 - V i n y l p y r i d i n e )  
- 5 6 . 0 4  - 1 7 . 9 5  
T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  c a f f e i n e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d  b e i n g  
s t r o n g e r  t h a n  w i t h  2  - v i n y l p y r i d i n e .  H e n c e ,  t h e  H y p e r c h e m  s t u d y  p r e d i c t s  t h a t  a  M I P  
f o r  c a f f e i n e  g e n e r a t e d  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  i s  m o r e  l i k e l y  t o  h a v e  g r e a t e r  r e b i n d i n g  
a n d  s e l e c t i v i t y  t h a n  a  M I P  m a n u f a c t u r e d  w i t h  2 -  v i n y l p y r i d i n e .  T h e  m e c h a n i s m  o f  
i n t e r a c t i o n  i s  l i k e l y  t o  b e  h y d r o g e n  b o n d i n g .  F o r  r e f i n e m e n t  o f  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  
t h e  c o m p l e x  p o s t  m i n i m i s a t i o n  t h e  P M 3  s e m i - e m p i r i c a l  m e t h o d  w a s  u s e d .  A c c o r d i n g  
t o  r e p o r t s  1 1 9 4 1 ,  t h e  P M 3  m e t h o d  i s  c o m p u t a t i o n a l l y  v e r y  e f f i c i e n t .  F u r t h e r m o r e  P M 3  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r  t o  A M 1  i n  m o d e l l i n g  o f  b i o c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n s  [ I  9 5 1 .  
T h i s  i s  d u e  t o  a n  i m p r o v e m e n t  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  a n d  i n  
p a r t i c u l a r  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  a n d  i n t e r e s t i n g l y ,  s t e r i c  e f f e c t s .  
T h i s  i s  a  g o o d  r a t i o n a l e  f o r  t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  P M 3  m e t h o d  f o r  t h e  m o d e l l i n g  o f  
i m p r i n t e d  p o l y m e r  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s .  T h e  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  P M 3  m e t h o d  
i s  d e m o n s t r a t e d  i n  a  s t u d y  o n  t h e  C E  s e p a r a t i o n  a n d  t h e o r e t i c a l  s t u d y  o f  i n c l u s i o n  
c o m p l e x e s  o f  c y c l o d e x t r i n s  w i t h  e s t r o g e n  h o r m o n e s  [ 1 9 6 ] .  B o t h  P M 3  a n d  A M 1  a r e  
d e r i v a t i v e s  o f  t h e  M N M )  ( m o d i f i e d  n e g l e c t  o f  d i f f e r e n t i a l  o v e r l a p )  f o r c e  f i e l d .  
E s s e n t i a l l y  t h e y  a r e  b o t h  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  o r b i t a l  t h e o r i e s  a n d  a r e  c o m p o s e d  o f  
a  g r o u p  o f  f o r c e  f i e l d s d e s i g n e d  t o  a p p r o x i m a t e  t h e  l e n g t h y  c a l c u l a t i o n s  n e c e s s a r y  f o r  
a b  i n i t i o  m o d e l l i n g  s t u d i e s .  T h e y  r e q u i r e  s i g n i f i c a n t l y  l e s s  c o m p u t a t i o n a l  r e s o u r c e s  
w h i l e  g i v i n g  a  h i g h  l e v e l  o f  a c c u r a c y  b y  c o n s i d e r i n g  o n l y  v a l a n c e  e l e c t r o n s  r a t h e r  
t h a n  c o n s i d e r i n g  a  f u l l  t r e a t m e n t  o f  t h e  m o l e c u l e s  e l e c t r o n s  e . g .  b y  i n c o r p o r a t i n g  
S I a t e r s  r u l e s .  
F u r t h e r m o r e ,  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g ,  i n  t h i s  c a s e ,  c a n  a l s o  b e  u s e d  t o  a n a l y s e  t h e  l i k e l y  
m o l a r  r a t i o  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s .  T a b l e  2 . 2  p r e s e n t s  t h e  b i n d i n g  e n e r g i e s  ( A E )  f o r  t h e  
f u r t h e r  a d d i t i o n  o f  m o l e c u l e s  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  t o  t h e  s y s t e m :  
T a b l e  2 . 2 :  C a l c u l a t e d  b i n d i n g  e n e r g i e s  o n  a d d i t i o n  o f  f u r t h e r  m o l e c u l e s  o f  
m e t h a c r y l i c  a c i d  t o  t h e  s y s t e m  ( i n  v a c u u m )  
A m o u n t  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  
A J t  ( B i n d i n g  e n e r g y )  
m o l e c u l e s  ( k J  m o l - l )  
I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  b i n d i n g  e n e r g y  i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  u p o n  t h e  a d d i t i o n  o f  a  s e c o n d  
m o l e c u l e  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  h o w e v e r  t h e  a d d i t i o n  o f  a  3 r d  o r  a  4 &  m o l e c u l e  t o  t h e  
s y s t e m  p r o d u c e s  l i t t l e  c h a n g e  i n  A E .  T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  e n e r g y  o f  t h e  s y s t e m  
i s  o p t i m a l  a n d  M e r  a d d i t i o n s  o f  h n c t i o n a l  m o n o m e r  w i l l  n o t  l e a d  t o  a  g r e a t e r  l e v e l  
o f  c o m p l e x a t i o n .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  c o n v e n t i o n a l  t h i n k i n g  i n  n o n  c o v a l e n t  
i m p r i n t i n g  i n  w h i c h  a n  e x c e s s  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i s  u s e d  i n  o r d e r  t o  e n s u r e  t h a t  
t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e  i s  h l l y  c o m p l e x e d .  I n  s h o r t ,  t h e  H y p e r c h e m  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  s t u d i e s  p o i n t  t o w a r d s  m e t h a c r y l i c  a c i d  f o r m i n g  a  s t r o n g  c o m p l e x  w i t h  
c a f f e i n e  a t  a  1 : 2  r a t i o  o f  t e m p l a t e :  f b n c t i o n a l  m o n o m e r .  F i g u r e  2 . 5  s h o w s  t h e  
H y p e r c h e m  p r e d i c t e d  c o m p l e x  s t r u c t u r e  b e t w e e n  c a f f e i n e  a n d  t h e  t w o  m o l e c u l e s  o f  
m e t h a c r y l i c  a c i d .  T w o  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  a r e  f i r s t l y  t h a t  s o l v e n t  i s  
n o t  c o n s i d e r e d  i n  t h e  e n e r g y  c a l c u l a t i o n s  a n d  s e c o n d l y  t h a t  m o n o m e r  -  m o n o m e r  o r  
t e m p l a t e  -  t e m p l a t e  i n t e r a c t i o n s  a r e  n o t  c o n s i d e r e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n .  G i v e n  t h e s e  
c o n s i d e r a b l e  d r a w b a c k s ,  i t  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  s e m i - e m p i r i c a l  m e t h o d s  c a n  
a c t  a s  a  g u i d e  o n l y  f o r  s e l e c t i o n  o f  s u i t a b l e  m o n o m e r s  a n d  m o n o m e r  t e m p l a t e  r a t i o s .  
F i g u r e  2 5 a :  T h e  A r p e r f b e m  d e r i v e d  l t r u c t u r e  o f  t h e  c o m p l e x  f o r m e d  b e t w e e n  t h e  
c a f f e i n e  m o l e c u l e  a n d  t w o  m d c n l a  o f  m e t b a c r y l i c  a c i d .  T h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o g e n  
b o n d s  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  d a s h e d  w h i t e  l i m e s .  P i g u m  2 5 b  s h o w s  a n  a l t e r n a t i v e  p o s s i b l e  
c o n f i g u r n t i o n  
2 . 3 . 2  S p e c t r a l  a n a l y s i s  o f  t e m p l a t e  -  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n  
T h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s t u d i e s  u s i n g  H y p e r c h e m  h a v e  s u g g e s t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
h y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  c a f f e i n e  p r o t o n  a n d  t h e  - O H  o f  m e t h a c r y l i c  
a c i d .  A l s o  p o s s i b l e  i s  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  - O H  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  a n d  t h e  n i t r o g e n  
a t o m s  o f  t h e  5  m e m b e r e d  r i n g  o n  t h e  c a f f e i n e  m o l e c u l e .  T h i s  h a s  b e e n  s h o w n  b y  t h e  
i n c r e a s e d  s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  r e l a t i v e  t o  t h e  u s e  o f  2 V p y .  H o w e v e r  g i v e n  t h e  
d r a w b a c k s  o f  t h e  m o d e l l i n g  m e t h o d  a s  o u t l i n e d ,  N M R  s t i d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  
g a u g e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  c o m p o n e n t s  i n  s o l v e n t .  T h e  i n t e r a c t i o n  o f  
t h e  t e m p l a t e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e  w e r e  M e r  c h a r a c t e r i s e d  b y  
p r o t o n  N M R .  N M R  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  w i d e l y  e m p l o y e d  f o r  t h e  s t u d y  o f  p r e -  
p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  i n  M I P  r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h e s .  T o  a  s o l u t i o n  o f  
c a f f e i n e  i n  d e u t e r a t e d  a c e t o n i t r i l e  ( C a C N )  o r  d e u t e r a t e d  c h I o r o f o r m  ( C D C l 3 )  w a s  
a d d e d  a n  e q u i m o l a r  c o n c e n t r d o n  o f  d e u t e r a t e d  a c e t i c  a c i d  ( s u b s t i t u t e d  f o r  
m e t h a c r y l i c  a c i d  f o r  c l a r i t y  o f  t h e  s p e c t r u m ) .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i o n  o f  d e u t e r a t e d  
a c e t i c  a c i d  o n  t h e  c h e m i c a l  s h i f t s  o f  t h e  c a f f e i n e  p r o t o n s  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 . 6 .  
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F i g u r e  2.6. s h o w s  t h e  'A N M R  s p e c t r u m  o f  c a f f e i n e  a n d  f i g u r e  2 . 6 b  s h o w s  t h a t  o f  
c a f f e i n e  a s  p a r t  o f  t h e  p r a p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  T o  s i m p l i f y  t h e  s p e c t r u m ,  
m e t h a c r y l i c  a c i d  w a s  r e p l a c e d  w i t h  d e u t e r a t e d  a c e t i c  a c i d .  
T h e  h i g h l i g h t e d  p r o t o n  a t  7 . 5 0 4  p p m  i s  s e e n  t o  s h i f t  u p f i e l d  t o  7 . 3 6 2  p p m  ( A 6  0 . 1 4 2  
p p m  i n  C D C 1 3 )  o n  c o m p l e x a t i o n  w i t h  t h e  d e u t e r a t e d  a c e t i c  a c i d .  T h e  N M R  s t u d y  
c o n f i r m e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a  h y d r o g e n  b o n d  o r  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
c a f f e i n e  a n d  d e u t e r a t e d  a c e t i c  a c i d  a n d  b y  p r o x y  m e t h a c r y l i c  a c i d  i n  mb. W h e n  t h e  
e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  i n  d e u t e r a t e d  a c e t o n i t r i l e  t h e  s a m e  p r o t o n  s h o w e d  a  c h a n g e  
i n  c h e m i c a l  s h i R  o f  A 6  =  0 . 1 3 7 .  C h e m i c a l  s h i f t s  i n  N M R  c a n  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  l o c a l  
e l e c t r i c  f i e l d s  a r i s i n g  f i o m  c h a r g e d  o r  p o l a r  g r o u p s  e . g .  - O H .  P o s i t i v e  c h a r g e s  u s u a l l y  
d e s h i e l d  n e a r b y  p r o t o n s  w h i l e  n e g a t i v e  c h a r g e s  g e n e r a l l y  p e r t u r b a t e  s h i e l d i n g  1 1 0 3 1 .  
I f  t h e  p r o t o n  w h i c h  i s  s h o w n  t o  s h i f t  u p f i e l d  i s  n o t  d i r e c t l y  i n v o l v e d  i n  t h e  t e m p l a t e  -  
m o n o m e r  i n t e r a c t i o n ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  c a u s e s  a n  e l e c t r o n  d e l o c a l i s a t i o n  
e f f e c t  f o r c i n g  t h e  p r o t o n  u p f i e l d .  F i g u r e  4 b  a l s o  d i s p l a y s  s h o w s  t h e  p r o p o s e d  
m e c h a n i s m  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  ( d e i n e )  a n d  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  
( m e t h a c r y l i c  a c i d ) .  I m p o r t a n t l y  t h o u g h ,  t h e  p r e d i c t i o n  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c a f f e i n e  
a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d  p o s t u l a t e d  b y  H y p e r c h e m  h a s  n o w  b e e n  c o n f i r m e d  b y  N M R .  
R e g a r d ' m g  t h e  u s e  o f  2 V p y  n o  c h a n g e s  i n  s h i f t  o f  a n y  o f  t h e  c a f f e i n e  o r  2 V p y  p r o t o n s  
w e r e  o b s e r v e d  b y  ' H  N M R  t i t r a t i o n .  T h i s  m e a n s  t h a t  N M R  d i d  n o t  o b s e r v e  a n y  
i n t e r a c t i o n s .  G i v e n  t h e  d e c r e a s e d  l i k e l i h o o d  o f  c a f f e i n e  p r o t o n a t i o n  o f  t h e  p y r i d i n e  
n i t r o g e n  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e r e  e x i s t s  a  m u c h  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  c a f f e i n e  a n d  
M A A  i n  t h e  ~ I u t i o n s  t e s t e d .  
2 . 3 . 2 . 2  U V - V i s i b l e  a n a l y s i s  o f  t e m p l a t e  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n  
U V - v i s i b l e  s p e c t r o s c o p i c  s t u d i e s  o n  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  h a v e  b e e n  
c o n d u c t e d  p r e v i o u s l y  w i t h  n o t a b l e  s u c c e s s  [ 6 0 ] .  I n  t e r m s  o f  M e r  i n v e s t i g a t i n g  t h e  
s t o i c h i o m e t r y  o f  t h e  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  a  U V - V i s i b l e  m o l e  r a t i o  p l o t  w a s  u s e d .  T h e  
p r o c e d u r e  w a s  c o n d u c t e d  i n  b o t h  c h l o r o f o r m  a n d  a c e t o n i t r i l e .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
c a f f e i n e  w a s  k e p t  c o n s t a n t  w h i l e  t h e  r a t i o  o f  c a f f e i n e :  m e t h a c r y l i c  a c i d  w a s  i n c r e a s e d  
f r o m  1 : O  t o  1 . 5 .  F i g u r e  2 . 7  s h o w s  t h e  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  2 7 2  n r n  a g a i n s t  t h e  m o l e  
r a t i o :  
C a f f e i n e  :  M e t h a c z y l i c  a c i d  m o l a r  r a t i o  
A b s  C H C I ,  A b s  A C N  I  
F i g u r e  2 . 7 :  U V - V i s i b l e  m o l e  r a t i o  p l o t  o f  c a f f e i n e  a g a i n s t  m e t h a c r y l i c  a c i d  a t  2 7 2  n m  i n  
b o t h  c h l o r o f o r m  a n d  a c e t o n i t r i l e .  
W i t h  t h e  m o l e  r a t i o  p l o t ,  t w o  s t r a i g h t  l i n e s  o f  d i f f e r e n t  s l o p e s  a r e  o b t a i n e d .  T h e  t w o  
l i n e s  i n t e r s e c t  a t  t h e  m o l e  r a t i o  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h a t  o f  t h e  c o m p l e x .  A s  c a n  b e  s e e n  
f r o m  f i g u r e  2 . 7  w h e n  t h e  m o l e  r a t i o  p l o t  i s  p e r f o r m e d  i n  c h l o r o f o r m  ( a b o v e )  a n  
o p t i m a l  r a t i o  o f  c a f f e i n e :  m e t h a c r y l i c  a c i d  o f  1 : 1  i s  o b s e r v e d  w h e r e a s  i n  a c e t o n i t r i l e  
( b e l o w )  t h e  o p t i m u m  r a t i o  i s  1 : 2 .  H e n c e  t h e  W - V i s i b l e  s t u d y  h a s  s h o w n  t h e  p r e s e n c e  
o f  a  s e c o n d  p o i n t  o f  i n t e r a c t i o n .  T a b l e  2  s h o w s  t h a t  H y p e r c h e m  h a d  s u g g e s t e d  t h a t  a  
1 : 2  c a f f e i n e :  M A 4  c o m p l e x  m a y b e  s t a b l e .  T h i s  e x p e r i m e n t  u n d e r l i e s  t h e  i m p o r t a n c e  
o f  t h e  p o r o g e n  i t s e l f  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  1 1 1 3 1 .  G i v e n  t h a t  t h e  s e c o n d  p o i n t  
o f  i n t e r a c t i o n  i s  o b s e r v e d  i n  a c e t o n i t r i l e  a n d  n o t  i n  c h l o r o f o r m ,  i t  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h a t  
b e i n g  e l e c t r o s t a t i c  i n  n a t u r e .  H o w e v e r  t h e  1 : 2  c o m p l e x  h a s  m o r e  c u r v a t u r e  a t  t h e  
s t o i c h i o m e t r i c  r a t i o  t h a n  i s  s e e n  t h a t  t h e  s t o i c h i o m e t r i c  r a t i o  o f  t h e  1 :  1  c o m p l e x .  T h i s  
i s  i n d i c a t i v e  o f  a  l e s s  s t a b l e  c o m p l e x .  I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  a  s e c o n d  l a b i l e  n o n -  
c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n  e x i s t s  w h e n  a c e t o n i t r i l e  i s  u s e d  a s  p o r o g e n .  T h i s  i n t e r a c t i o n  i s  n o t  
e v i d e n t  w h e n  c h l o r o f o r m  i s  e m p l o y e d .  
A s  r e p o r t e d  b y  A n d e r s s o n  a n d  N i c h o l l s ,  [ 6 0 ] ,  t h e  s e l f  a s s e m b l y  o f  t e m p l a t e  w i t h  t h e  
k n c t i o n a l  m o n o m e r  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i s  i n  a  c o n s t a n t  s t a t e  o f  
m o l e c u l a r  f l u x  w h e r e  t h e  e x t e n t  o f  t e m p l a t e  c o m p l e x a t i o n  a t  e q u i l i b r i u m  i s  s u b j e c t  t o  
c h a n g e s  i n  A G .  C o m p l e x a t i o n  t h e n ,  r e q u i r i n g  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  c o n f i g u r a t i o n  o f  t w o  
o r  m o r e  s p e c i e s  w i l l  i n c u r  e n e r g e t i c  p e n a l t i e s  c a u s e d  b y  b a r r i e r s  t o  r o t a t i o n  a n d  
t r a n s l a t i o n .  T h i s  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h e  s e c o n d  i n t e r a c t i o n  o b s e r v e d  i n  
t h e  m o l e  r a t i o  p l o t .  D e s p i t e  t h i s  h o w e v e r ,  t a b l e  2  s h o w s  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  
b i n d i n g  e n e r g y  a t  t h e  1 : 2  r a t i o .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  h o w e v e r ,  t h a t  J I  H y p e r c h e m  
s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  v a c u u m .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c l u s i o n  o f  s o l v e n t  e f f e c t s  
w o u l d  r e d u c e  t h e  b i n d i n g  e n e r g y  s o m e w h a t .  O v e r a l l ,  t h e  W  s t u d i e s  s h o w  t h a t  t h e  
c o m p l e x a t i o n  i s  w e a k  w i t h  n o  s t r o n g  e v i d e n c e  o f  a  p a r t i c u l a r  s t o i c h i o m e t r y  
2 . 3 . 3  S y n t h e s i s  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
T h e  m d e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  s y n t h e s i s e d  f o r  t h e  s t u d y  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  2 . 3  
T a b l e  2 . 3 :  P o l y m e r s  s y n t h e s i s e d  f o r  t h i s  s t u d y  
M I P  N u m b e r  M o n o m e r  &  T e m p l a t e  S o l v e n t  u s e d  
R a t i o  -  .  -  -  
-  -  
C A F  1  
M A 4  ( 1  : 3 )  
C a f f e i n e  - 4  r n l  A C N  
C A F  2  M A A  ( 1 : 4 )  
C a f f e i n e  8  rnl C H C l 3  
C A F  3  
M A A  ( 1  : 4 )  
C a f f e i n e  8  m l  A C N  
C A F  4  M A A  ( 1 : 4 )  
C a f f e i n e  4 m l A C N  
C A F  5  
M A A  ( 1  : 4 )  
C a f f e i n e  4  m l  C H C L  
C A F  
1 - 5  w e r e  s y n t h e s i s e d  f o r  S o l i d  P h a s e  E x t r a c t i o n  s t u d i e s .  A l t h o u g h ,  t h e  
m o d e l l i n g  s t u d i e s  p r e d i c t e d  a  1 : 2  r a t i o  t y p i c a l l y  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  a n  e x c e s s  o f  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i s  r e q u i r e d  [ I  1 3 1 .  T h e r e f o r e ,  a  1 :  4  r a t i o  w a s  u s e d  i n  a l l  b u t  o n e  
o f  t h e  M I P S .  I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  C A I ?  3  w o u l d  p e r f o r m  b e s t  i n  r e b i n d i n g  s t u d i e s  
g i v e n  t h a t  i t  w a s  g e n e r a t e d  i n  a  h i g h e r  v o l u m e  o f  a c e t o n i t r i l e .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  a b i l i t y  
o f  a  g r e a t e r  a m o u n t  o f  s o l v e n t  t o  l e a d  t o  a  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  a n d  m o r e  w e l l  f o r m e d  
p o r e s ,  t h u s  i n c r e a s i n g  t h e  t e m p l a t e  a c c e s s a b i l i t y .  C A F  2  w a s  e x p e c t e d  t o  p e r f o r m  l e s s  
w e l l .  G i v e n  t h e  f a c t  t h a t  t h e r e  a r e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  m o n o m e r  a n d  
t e m p l a t e  i n  c h l o r o f o r m  a n d  d u e  t o  t h e  a m o u n t  o f  c h l o r o f o r m  u s e d ,  C A F  4  w a s  
e x p e c t e d  t o  p e r f o r m  a t  l e a s t  a s  we21 a s  C A F  5  b a s e d  o n  t h e  H y p e r c h e m  e n e r g y  
c a l c u l a t i o n s  a n d  t h e  N M R  s t u d y .  
2 . 3 . 4  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
G i v e n  t h a t  M I P S  p e r f o r m  w e l l  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  w h e n  u s e d  i n  t h e  s o l v e n t  t h e y  
w e r e  p r e p a r e d  i n  i t  w a s  d e c i d e d  t o  u s e  a c e t o n i t r i l e  a s  t h e  l o a d i n g  s o l v e n t  f o r  S P E .  
T h i s  i s  b a s e d  o n  t h e  l i k e l i h o o d  o f  a  r e d u c e d  s w e l l i n g  o f  t h e  p o l y m e r  w h e n  e x p o s e d  t o  
t h e  p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  h e n c e  t h e  p r o v i s i o n  o f  a n  o p t i m a l  e n v i r o n m e n t  f o r  
t h e  t e m p l a t e  -  f b n c t i o n a l  s i t e  i n t e r a c t i o n  [ 1 9 7 ] .  H o w e v e r ,  i t  w a s  n o t e d  t h a t  t h e  
c a f f e i n e  w a s  n o t  r e t a i n e d  o n  a n y  o f  t h e  M I P S  ( o r  n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r s ) ,  m o s t  l i k e l y  
d u e  t o  s t r e n g t h  o f  a c e t o n i t r i l e  a s  a n  e l u t i n g  s o l v e n t .  M e t h a n o l  s h o w e d  s i m i l a r  
p r o b l e m s  t o  a c e t o n i t r i l e  a s  i t  i s  a l s o  a  h i g h l y  p o l a r  s o l v e n t .  W h e n  c h l o r o f o r m  w a s  
u s e d  a s  l o a d i n g  s o l v e n t  a  h i g h  d e g r e e  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  p o l y m e r  
w a s  o b s e r v e d .  T h i s  i s  p o s s i b l y  d u e  t o  t h e  e l e c t r o s t a t i c  n a t a r e  o f  t h e  t e m p l a t e  -  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s .  I n  n o n - p o l a r  s o l v e n t  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  w i l l  
b e  m o r e  p r o n o u n c e d  l e a d i n g  t o  t h e  n o n - s p e c i f i c  r e t e n t i o n  o b s e r v e d .  T h i s  n o n - s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n  i s  l i k e l y  d u e  t o  i n t e r a c t i o n  w i t h  r a n d o m l y  d i s p e r s e d  k n c t i o n a l  g r o u p s  i n  
t h e  p o l y m e r .  
I n  a  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t ,  a q u e o u s  l o a d i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i . e .  l o a d i n g  
t h e  c a f f e i n e  s t a n d a r d  i n  w a t e r .  T h i s  r e s u l t e d  i n  s t r o n g  r e t e n t i o n  o f  c a f f e i n e  o n  t h e  
p o l y m e r  h o w e v e r  t h e  m a j o r i t y  ( 9 1 %  o n  t h e  M I P )  w a s  e l u t e d  d u r i n g  t h e  w a s h i n g  p h a s e  
a n d  h e n c e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  b i n d i n g  w a s  c r e d i t e d  t o  n o n - s p e c i f i c  h y d r o p h o b i c  
b i n d i n g .  T h e o d o r i d i s  e t  a l . ,  [ I 8 6 1  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  M I P  w i t h  
s o r b e n t  p r o p e r t i e s  f o r  c a f f e i n e .  T h e i r  w o r k  w a s  b a s e d  o n  a  s i m i l a r  s t u d y  b y  o t h e r  
g r o u p s  [ 1 9 8 , 1 9 9 ] .  T h e y  d e c i d e d  u p o n  t h e  u s e  o f  a q u e o u s  b a s e d  l o a d i n g  c o n d i t i o n s  
u s i n g  0 . 0 5  M  C & C O O ~ - N H ~ ( ~ ~ . )  a t  p H  9 a n d  o b t a i n e d  h i g h  r e c o v e r i e s .  T h e  r o l e  
o f  t h e i r  b u f f e r  w a s  t o  s u p p r e s s  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b y  m a s k i n g  t h e  r e a c t i v e  
a c i d i c  m o i e t i e s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p o l y m e r .  F o r  t h i s  s t u d y  a  s o d i u m  p h o s p h a t e  
b u f f e r  a t  p H  1 0 . 5  w a s  u s e d .  F i g u r e  2 . 8  s h o w s  a  g r a p h  o f  p e r c e n t a g e  r e c o v e r i e s  o f  
c a f f e i n e  u s i n g  t h e  5  c a f f e i n e  M I P S  f i o m  a  s t a n d a r d  s o h t i o n  o f  I  m l  o f  5 0  p g / d  
c a f f e i n e .  
C a f f e i n e  M I P S  a n d  c o n t r o l s  
F i g u r e  2 . 8 :  T h e  %  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  f o r  a l l  5  o f  t h e  c a f f e i n e  M I P S  ( C A F  1 - C A F  5 )  i n  
a d d i t i o n  t o  t h e  f i v e  c o n t r o l  p o l y m e r s  ( C O N  1 -  C O N  5 ) .  
T h e  m a x i m u m  r e c o v e r y  o f  c a f f e i n e  o n  e l u t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  8 1 . 6  * 5 . 0 ° / o  ( C A F  3 ) .  
T h i s  c o m p a r e s  w e l l  w i t h  c o n v e n t i o n a l  sosolid p h a s e  p a c k i n g  m a t e r i a l s .  O t h e r  a u t h o r s  
h a v e  o b s e r v e d  s i m i l a r  v a l u e s  f o r  t h e  r e c o v e r y  o f  c a f f e i n e  b y  M I S P E .  R e c o v e r i e s  o f  u p  
t o  8 0 %  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  f o r  M I S P E  d e t e r m i n a t i o n  o f  S u d a n  I  i n  f o o d  m a t r i c e s  
[ 2 0 0 ] .  T h e i r  h i g h e s t  r e c o v e r y  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  a n  e l u t i o n  s o l u t i o n  o f  1 %  a c e t i c  
a c i d  i n  m e t l r i t n d .  I n  t h i s  s t u d y  r e p r o d u c i b i l i t y  w a s  f o u n d  t o  b e  g o o d  ( * 5 % ) .  
2 . 3 . 5  R e a l  s a m p l e  a n a l y s i s  
T h e  u s e i k l n e s s  o f  t h e  M l P S E  p r o c e d u r e  w a s  t e s t e d  u s i n g  r e a l  s a m p l e s .  T h e  s a m p l e  
c h o s e n  w a s  R e d  ~ u l l ~  a  " h i g h  c a f f e i n e "  s o f t  d r i n k .  T h i s  s o f t  d r i n k  c o n t a i n s  3 2  m g  o f  
c a f f e i n e  p e r  1 0 0  r n l .  T h e  s a m p l e  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  1 0 . 5  t o  f a c i l i t a t e  s p e c i f i c  b i n d i n g  
( a s  s t a n d a r d  c a f f e i n e  h a d  b e e n  d i s s o l v e d  i n  t h e  l o a d i n g  b u f f e r  a t  p H  1 0 . 5 ) ,  a p a r t  f i o m  
t h i s  t h e  p r o c e d u r e  w a s  p e r f o r m e d  a s  i n  t h e  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  s e c t i o n .  A  1  r n l  
v o l u m e  o f  R e d  B u l l  w a s  l o a d e d  p e r  S P E  c o l u m n  u n d i l u t e d .  T h e  w a s h i n g  a n d  e l u t i n g  
s t e p s  w e r e  a s  a l r e a d y  s t a t e d .  F i g u r e  2 . 9  s h o w s  t h e  c l e a n  u p  o b t a i n e d  f o r  R e d  B u l l .  
F i g u r e  2 . 9 :  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c l e a n  u p  o f  c a f f e i n e  f r o m  a  R e d  ~ ~ 1 1 -  s a m p l e  o n  a n  
S P E  c a r t r i d g e  p a c k e d  w i t h  M I P  C A F  3 .  C h r o n m a t o g r a m s  o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  2 . 2 . 8  
m ? - ~ S P E  f i s t - m m  
I t  i s  e v i d e n t  f i o m  t h e  H P L C  c h r o m a t o g r a m  t h a t  a  f r o n t  a p p e a r s  o n  t h e  c a f f e i n e  p e a k .  
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  i s  a  v e r y  s m a l l  a m o u n t  o f  a  s e c o n d  s p e c i e s  c o - e l u t i n g  w i t h  t h e  
c a f f e i n e .  N o n e  o f  t h e  o t h e r  i n g r e d i e n t s  o f  t h e  R e d  B U U ~  s o f t  d r i n k  a p p r o x i m a t e  t h e  
h i g h  c o n c e n t r a t i o n  f o u n d  i n  t h e  b e v e r a g e .  T h e  i n g r e d i e n t s  o f  R e d  ~ u l l ~  a r e  
C a f f e i n e  p e a k  
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c a r b o n a t e d  w a t e r ,  s u c r o s e ,  g l u c o s e ,  s o d i u m  c i t r a t e ,  t a u r i n e ,  g l u c u r o n o l a c t o n e ,  
c a f f e i n e ,  i n o s i t o l ,  n i a c i n ,  D - p a n t o t h e n o l ,  p y r i d o x i n e  H C L ,  v i t a m i n  B 1 2 ,  a r t i f i c i a l  
f l a v o u r s ,  c o l o u r s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t r a c e  l e v e l s  o f  o n e  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  c o - e l u t e s  
w i t h  c a f Y e i n e .  G i v e n  t h a t  t h e  s p e c i f i c  a i m  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  M I P  w a s  t o  
d e m o n s t r a t e  a n  e f f i c i e n t  " f i r s t  p h a s e "  c l e a n  u p  a n d  e x t r a c t i o n  o f  c a f f e i n e  f r o m  R e d  
B U I I ~ ~ ,  a n  a t t e m p t  w a s  n o t  m a d e  t o  i d e n t i f y  t h e  n a t u r e  o f  t h e  c o - e l u t i n g  s p e c i e s .  
B a s e d  o n  t h e  m o d e l l i n g  d a t a ,  t h e  g i v e n  M I P ,  C A F  3 ,  w a s  e x p e c t e d  t o  o u t p e r f o r m  t h e  
o t h e r  M I P S  - w h i c h  i t  d i d .  T a k e n  t o g e t h e r ,  t h e  a i m  w a s  n o t  t o  d e v e l o p  a  d e f i n i t i v e  
o n l i n e  S P E - H P L C  a s s a y  f o r  c a f f e i n e  ( m a n y  a r e  a v a i l a b l e  a l r e a d y )  b u t  t o  s h o w  t h e  
p o t e n t i a l  o f  a  M I P  i n  o f f  l i n e  s e l e c t i v e  c l e a n  u p  o f  a  f o o d  s a m p l e  - t h i s  a i m  h a s  b e e n  
a c h i e v e d .  F i g u r e  2 . 9  d o e s  s h o w  a  h i g h l y  c l e a n e d  u p  s a m p l e  a n d  s e l e c t i v i t y  t o w a r d s  
c a f f e i n e .  F u r t h e r m o r e ,  g i v e n  t h e  r e l a t i v e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  s a m p l e  ( s e e  i n g r e d i e n t s ,  
a b o v e ) ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  m a n y  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  r e s i n s  w o u l d  s t r u g g l e  t o  e x t r a c t  
c a f f e i n e  a n d  o n l y  c a f f e i n e  f r o m  s u c h  a  m a t r i x .  A  %  R e c o v e r y  o f  6 5 . 8  * 2 . 4 %  w a s  
o b t a i n e d  u p o n  e l u t i o n .  F o r  t h e  c o n t r o l  p o l y m e r  a  r e c o v e r y  o f  3 . 2  * 0 . 7 %  w a s  
d e t e r m i n e d  ( a  r e s u l t  o f  3  a s s a y s ) .  
2 . 3 . 6  C r o s s  r e a c t i v i t y  t o w a r d s  c a f f e i n e  a n a l o g u e s  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  o p t i m a l  c a f f e i n e  M I P  ( C A F  3 )  t o w a r d s  
c a f f e i n e  o v e r  t h e  c l o s e l y  r e l a t e d  s t r u c t u r e s  t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e ,  a  m i x e d  
s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  a l l  t h r e e  o f  t h e  c o m p o u n d s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 0  c l g ! m L  w a s  
p r e p a r e d .  S P E  w a s  c o n d u c t e d  a s  b e f o r e .  T h e  l e v e l  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  i s  s h o w n  b e l o w  
i n  f i g u r e 2 . 1 0  
C a f f e i n e  T h e o p h y l l i n e  T h e o b r o m i n e  
I  
C A F  3  1-1 C A F  3 C  1  
F i g u r e  2 . 1 0 :  T h e  %  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  o f  a n  e q u a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a f f e i n e ,  
t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e  l o a d e d  o n t o  M I P  C A P  3  ( a n d  c o r r e s p o n d i n g  
c o n t r o l )  
A s  i s  e v i d e n t  f r o m  t h i s  s t u d y  t h e r e  i s  a  s u b s t a n t i a l  d e g r e e  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  o f  t h e  
M I P  t o w a r d s  b o t h  t h e o p h y l l i n e  a n d  t h e o b r o m i n e .  T h i s  e f f e c t  i s  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  
n o n - i m p r i n t e d  c o n t r o l  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  b i n d i n g  i s  s p e c i f i c  a n d  n o t  d u e  t o  
h y & o p h & i c  E n d i n g -  N o m h Z e s s ,  C A I ;  3  d o e s  e x t r a c t  m o r e  c a f f e i n e  t h a n  
t h e o b r o m i n e  o r  t h e o p h y l l i n e  i n d i c a t i n g  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P .  A l l  t h r e e  o f  t h e  
m o l e c u l e s  a r e  s i m i l a r  i s  s h a p e  a n d  m o l e c u l a r  v o l u m e  a n d  p o s s e s s  s i m i l a r  
f b n c t i o n a l i t i e s .  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e o b r o m i n e  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 . 1 1  
F i g u r e  2 . 1 1 :  S t r u c t u r e  o f  t h e o b r o m i n e  
L o o k i n g  a t  f i g u r e  2 . 1 1  
a n d  c o m p a r i n g  i t  t o  f i g u r e  2 . l a  ( c a f f e i n e )  a n d  2 .  l b  
( t h e o p h y l l i n e )  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  b o t h  o f  t h e  m o l e c u l e s  w i l l  b e  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  
s i m i l a r  h n c t i o n a l  i n t e r a c t i o n s  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  a s  c a f f e i n e .  F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  
a l l  t h r e e  a r e  r i g i d  p l a n a r  m o l e c u l e s  t h e y  w i l l  h a v e  a  s i m i l a r  s h a p e  i n d u c e d  f i t  t o  t h e  
b i n d i n g  c a v i t y .  T h e  r e s u l t  o f  t h i s  b e i n g  t h a t  t h e  e n e r g y  b a r r i e r  t o  b i n d i n g  w i l l  b e  
s i m i l a r  f o r  a l l  t h r e e  m o l e c u l e s .  S i n c e  t h e  m o l e c u l e s  a r e  d i f f e r e n t  t h o u g h  i t  i s  l i k e l y  
t h a t  s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r y  p l a y s  a  r o l e  i n  t h e  s e l e c t i v i t y  o b s e r v e d .  T h e r e  a r e  o t h e r  
i m p o r t a n t  d i f f e r e n c e s  h o w e v e r  s u c h  a s  p K a  w i t h  c a f f e i n e  h a v i n g  a  p K ,  o f  1 4 . 0 ,  
t h e o p h y l l i n e  8 . 8  a n d  t h e o b r o m i n e  1 0 . 0 .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e s e  d i i e r e n c e s  ( a l o n g  w i t h  
s m a l l  d i f f e r e n c e  i n  s p a t i a l  a r r a n g e m e n t  o f  m o l e c u l e s  a n d  f b n c t i o n a l i t i e s )  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  s e l e c t i v i t y  b e t w e e n  c a f f e i n e  ( t h e  t e m p l a t e )  a n d  t h e  
a n a l o g u e s .  
2 . 3 . 7  T h e  p o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  s t u d i e s  b y  B E T  
T h e  s t u d y  o f  c e r t a i n  t r a i t s  o f  t h e  p o l y m e r s  c a n  y i e l d  i m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  
p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  r e b i n d i n g .  G i v e n  t h a t  t h e  i m p o r t a n c e  o f  p o r o g e n  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  f i r s t l y  b y  t h e  N M R  a n d  U V  s t u d i e s  a n d  s e c o n d l y  b y  t h e  M I S P E ,  i t  c a n  
b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  t y p e  a n d  a m o u n t  o f  p o r o g e n  u s e d  c a n  h a v e  a n  i m p a c t  o n  t h e  
r e b i n d i n g  a b i l i t y  o f  t h e  r e s u l t a n t  M I P .  T o  i n v e s t i g a t e  t h i s ,  t w o  o f  t h e  c a f f e i n e  M I P s  
w e r e  s e l e c t e d  ( C A F 3  a n d  C A F 5 ) .  T h e s e  r e p r e s e n t e d  f i r s t l y  a  M I P  w h i c h  h a d  
p e r f o r m e d  w e l l  i n  t h e  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  s t u d i e s  ( C A F 3 )  a n d  s e c o n d l y  a  M I P  
w h i c h  h a d  s h o w n  p o o r  r e b i n d i n g  d a t a  ( C A F S ) .  C A F  3  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  8  m l  o f  
a c e t o n i t r i l e  a s  p r o g e n  a n d  C A F  5  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  4  m l  a c e t o n i t r i l e .  S t u d i e s  b y  
B r i i g g e m a n n  [ 2 0 1 ]  h a v e  s h o w n  t h a t  a  M I P  m a y  h a v e  o v e r  f i v e  t i m e s  t h e  s u r f '  a r e a  
o f  t h e  c o n t r o l  M I P .  F u r t h e r  t o  t h i s ,  a t  l e a s t  a s  a n  i m p o r t a n t  f o r e c a s t  o f  h o w  w e l l  a  
g i v e n  M I P  w i l l  p e r f o r m ,  i s  t h e  p o r e  v o h i m e  a n d  p o r e  d i a m e t e r .  T y p i c a l l y  p o r e  s i z e s  
h a v e  b e e n  s e p a r a t e d  i n t o  3  s i z e  c a t e g o r i e s ;  m i c r o p o r e s  ( < 2  n m ) ,  m e s o p o r e s  ( 2 - 5 0  n m )  
a n d  m a c r o p o r e s  ( o v e r  5 0  n m ) .  T a b l e  2 . 3  s h o w s  t h e  s u r f a c e  a r e a s ,  t o t a l  p o r e  v o l u m e s  
a n d  a v e r a g e  p o r e  s i z e s  ( d i a m e t e r )  f o r  t h e  M I P s  C A F  3  a n d  C A F  5  a l o n g  w i t h  t h e i r  
c o n e s p o n d i n g  c o n t r o l s .  
T a b l e  2 . 3 :  T h e  s u r f a c e  a r e a ,  t o t a l  p o r e  v o l u m e  a n d  a v e r a g e  p o r e  d i a m e t e r  d a t a  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  B E T  s t u d i e s .  
P o l y m e r  S u r f a c e  A r e a  T o t a l  p o r e  v o l u m e  A v e r a g e  p o r e  
( m 2 / g )  ( c m 3 / 8 )  -  d i a m e t e r  ( n m )  
-  -  -  -  -  
-  
-- 
-  -  
- -  -  
C A F  3  
3 4 5 . 5 9  
0 . 8 4 8 7 -  -  1 2 . 0 2  
C A F  3  C o n t r o l  3 0 1 . 4 2  
0 . 4 7 5 0  5 . 0 1  
C A F  5  
2 8 9 . 6 2  
0 . 5 1 5 5  8 . 0 8  
C A F  5  C o n t r o l  2 9 0 . 9 9  
0 . 3 4 7 2  3 . 4 2  
h  w a s  f o u n d  t h a t  b y  i n c r e a s i n g  t h e  v o l u m e  o f  p o r o g e n  a  m a j o r  i m p a c t  o n  t h e  p o r e  s i z e  
d i s t r i b u t i o n  a n d  p o r e  v o l u m e  w a s  o b s e r v e d  i n  o t h e r w i s e  i d e n t i c a l  p o l y m e r s .  A s  t h e  
a v e r a g e  p o r e  s i z e  d i a m e t e r  i n c r e a s e s ,  t h e  c a f f e i n e  m o l e c u l e  ( t e m p l a t e )  h a s  m o r e  s t e r i c  
m a n o e u v r ~ b i l i t y  w i t h i n  t h e  p o r e  a n d  i t  m o r e  l i k e l y  t h a t  t h e r e  w i l l  b e  a  h i g h e r  r a t e  o f  
r e b i n d i n g  a s  a t t e s t e d  b y  t h e  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  d a t a .  F u r t h e r m o r e  t h e  h i g h e r  p o r e  
v o l u m e  a n d  d a c e  a r e a  a r e  i n d i c a t i v e  o f  a  h i g h e r  c a p a c i t y  a n d  b e t t e r  f o r m e d  p o r e s .  
O n e  p o t e n t i a l  m i s i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h i s  r e s u l t  i s  t h a t  t h e r e  i s  a n  a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  
r e b i n d i n g  w h i c h  m a y  n o t  b e  c a u s e d  b y  s p e c i f i c  c o m p l e x a t i o n  b u t  b y  t e m p l a t e  s e l f -  
a s s o c i a t i o n  v i a  a g g r e g a t i o n  o f  n u m e r o u s  c a f f e i n e  m o l e c u l e s  t o g e t h e r  w i t h i n  t h e  s a m e  
p o r e .  A n  i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  d i l u e n t  ( p o r o g e n )  c a u s i n g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
a v e r a g e  p o r e  s i z e  i n  t h e  M I P  s h o u l d  h a v e  t h e  s a m e  e f f e c t  i n  t h e  c o n t r o l  p o l y m e r  
t h o u g h .  I f  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  a g g r e g a t e  i n s i d e  t h e  p o r e s  o f  t h e  M I P  t h e n  t h e y  s h o u l d  
d o  l i k e w i s e  i n s i d e  t h e  p o r e s  o f  t h e  c o n t r o l  a n d  t h i s  s h o u l d  b e  r e f l e c t e d  i n  a n  i n c r e a s e  
i n  r e b i n d i n g .  T h i s  i s  n o t  s e e n  h o w e v e r ,  s o  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  
i n c r e a s e d  a v e r a g e  p o r e  s i z e  a n d  r e b i n d i n g  m e a n s  t h a t  t h e r e  i s  a  g r e a t e r  l e v e l  o f  a c c e s s  
t o  t h e  h n c t i o n a l  g r o u p s  f o r  t h e  t e m p l a t e .  
I n  t e r m s  o f  t h e  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  M I P S ,  C A F  3  p r o d u c e d  a  s u r f a c e  a r e a  o f  3 4 5 . 5 9  
m 2 1 g  w h e r e a s  C A F  5  p r o d u c e d  a  s u r f a c e  a r e a  o f  3 0 1 . 4 2  m 2 1 g .  F r o m  t h i s  i t  c a n  b e  s e e n  
t h a t  d o u b l i n g  t h e  a m o u n t  o f  p o r o g e n  i n c r e a s e d  t h e  s u r f a c e  a r e a  b y  o v e r  1 2 % .  
T y p i c a l l y ,  a  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r e  v o l u m e  i s  i n d i c a t i v e  o f  m o r e  w e l l  f o r m e d  
a n d  u n i f o r m  p o r e  d i s t r i b u t i o n  I t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  s i z e  o f  t h e  
p o r e s  w o u l d  h a v e  l e d  t o  a  l a r g e r  d e c r e a s e  i n  s u r f a c e  a r e a .  H o w e v e r  t h e r e  i s  s t i l l  a  
r e l a t i v e l y  l a r g e  p o p u l a t i o n  o f  p o r e s  i n  t h e  m i c r o -  a n d  l o w e r  m e s o p o r o u s  r a n g e .  T h i s  
m a y  a l s o  h e l p  t o  e x p l a i n  t h e  r e c o v e r i e s  i n  t h e  S P E  s t u d i e s .  G i v e n  t h a t  t h e  h i g h e s t  %  
r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  w a s  w i t h  C A F  3  a n d  t h a t  a m o u n t e d  t o  a p p r o x i m a t e l y - 8 0 %  
( c o n v e n t i o n a l  S P E  c a r t r i d g e s  w o u l d  b e  i n  t h e  r e g i o n  8 0 - 8 5 % )  i t  i s  l i k e l y  t h a t  a  f u r t h e r  
i n c r e a s e  i n  a v e r a g e  p o r e  s i z e  w o u l d  l e a d  t o  b e t t e r  r e c o v e r i e s  i n  t h e  S P E  p r o c e d u r e .  
2 . 4  C o n c l u s i o n  
T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  o f f e r  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  e n g i n e e r i n g  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  f o r  a  s p e c i f i c  a n a l y s i s .  T h e  r a t i o n a l e  w a s  b a s e d  o n  a n  
g a i n i n g  a n  i n t r i n s i c  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  
t e m p l a t e  a n d  f b n c t i o n a l  m o n o m e r  w i t h  a  v i e w  t o  e x p l o i t i n g  t h i s  k n o w l e d g e  i n  t e r m s  
o f  r a t i o n a l l y  d e s i g n i n g  a  p r o c e d u r e  f o r  M P  p r o d u c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p h y s i c a l  
c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r  i n  t e r m s  o f  t h e  p o r e  s i z e s  c o u l d  p r e d i c t  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  M I P S  r e g a r d i n g  r e b i n d i n g .  T h e  c a f f e i n e  m o l e c u l e  i s  a  w e l l  
c h a r a c t e r i s e d  c o m p o u n d  a n d  w a s  s e l e c t e d  f o r  s t u d y  s o  t h a t  t h e  m e t h o d  c o u l d  b e  
c o m p a r e d  a n d  c o n t r a s t e d  w i t h  o t h e r  a v a i l a b l e  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e s .  G i v e n  t h e  s u c c e s s  
o f  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h  f o r  c a f f e i n e  i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  s a m e  a p p r o a c h  
c o u l d  b e  e a s i l y  a d a p t e d  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  M I P  a g a i n s t  a  m o r e  c o m p l i c a t e d  
m o l e c u l e  /  b i o m o l e a ~ l e  a n d  h e r e i n  l i e s  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h e  r a t i o n d  d e s i g n  a p p r o a c h .  
T o  d e v e l o p  a  f u l l y  o p e r a t i o n a l  c h e m i c a l  s e n s o r  o r  a n a l y t i c a l  m e t h o d  w i l l  i n e v i t a b l y  
i n v o l v e  a n  e l e m e n t  o f  t r i a l  a n d  e r r o r  h o w e v e r  t h i s  w o r k  s u g g e s t s  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e  t h e  t i m e  a n d  m a t e r i d s  i n v o l v e d  i n  s u c h  a  p r o c e s s .  
C h a p t e r  3  
A  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d p o l y n r e r  f o r  m e t h o t r e x a t e  u s i n g  t h e  
s u b s t r u c t u r e  /  e p i t o p e  a p p r o a c h  
3 . 1  I n t r o d u c t i o n  
T h e  m o l e c u l e u l a r  s t r u c t u r e  o f  m e t h o t r e x a t e  ( M T X )  i s  c o m p o s e d  o f  a  h e t e r o c y c l i c  
p o r t i o n  ( a  2 , 4 - d i a m i n o - s u b s t i t u t e d  r i n g )  l i n k e d  t o  a  p - a m i n o b e n z o y l  p o r t i o n ,  w h i c h  i s  
i n  t u r n  a m i d e  b o n d e d  t o  a  g l u t a m i c  a c i d  u n i t .  T h e  m o l e c u l e  i s  t h u s  a  p o l y e l e c t r o l y t e  
c a r r y i n g  t w o  c a r b o x y l  g r o u p s  w i t h  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t s  ( p & )  o f  3 . 3 6  ( a - c a r b o n )  a n d  
4 . 7 0  ( P - c a r b o n )  -  a n d  a  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l l y  p r o t o n a t e d  n i t r o g e n  f u n c t i o n s ,  t h e  m o s t  
b a s i c  o f  w h i c h  i s  t h e  g u a n i d i n i c  N - 1  o n  t h e  p t e r i n e  r i n g  ( f i  5 . 7 1 ) .  I t s  w a t e r  s o l u b i l i t y  
i s  p H  d e p e n d e n t  r a n g i n g  f r o m  0 . 9  m M  a t  p H  5  t o  2 0  n M  a t  p H  7 .  T h e  s t r u c t u r e  o f  
m e t h o t r e x a t e  i s  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  3 . 1  
F i g u r e  3 . 1 :  T h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  t e m p l a t e  m e t h o t r e x a t e .  
A s  c a n  b e  s e e n  t h e r e  a r e  s e v e r a l  f u n c t i o n a l i t i e s  o n  t h i s  m o l e c u l e  c a p a b l e  o f  
u n d e r g o i n g  c o m p l e x  f o r m a t i o n  w i t h  n u m e r o u s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s .  A  c u r s o r y  
e x a m i n a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  s h o w s  t h a t  t h e  g l u t a m i c  a c i d  p o r t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  c a n  
p o t e n t i a l l y  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  o r  w i t h  a n  a r n i n e  c o n t a i n i n g  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e  p t e r i d i n e  p a r t  o f  m e t h o t r e x a t e  m a y  b e  c a p a b l e  o f  f o r m i n g  
b o t h  h y d r o g e n  b o n d s  a n d  u n d e r g o i n g  . n - n :  s t a c k i n g  w i t h  a n  a r o m a t i c  f u n c t i o n a l i t y .  
Q u a g l i a  e t  a l . ,  [ 2 0 2 ]  u s e d  m e t h o t r e x a t e  a s  a  " d u m m y 7 7  t e m p l a t e  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  a  M I P  f o r  t h e  c l o s e l y  r e l a t e d  s t r u c t u r a l  a n a l o g u e  f o l i c  a c i d  u s i n g  2 - v i n y l p y r i d i n e  a s  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e  p o r o g e n  e m p l o y e d  w a s  a  2 :  1  r a t i o  o f  A C N : N M P  H o w e v e r ,  
t h e  r e t e n t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  o f  t h i s  p h a s e  w e r e  i n s u f f i c i e n t  f o r  a n t i c i p a t e d  
a p p l i c a t i o n s .  I n  a  s e c o n d  a p p r o a c h ,  u s i n g  m e t h a c r y l i c  a c i d  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r ,  
o r g a n i c  s o l u b l e  i n h i b i t o r s  f o r  t h e  e n z y m e  d i h y d r o f o l a t e  r e d u c t a s e  w e r e  u s e d  t o  
d e v e l o p  s i t e s  c o m p l e m e n t a r y  t o w a r d  t h e  p t e r i d i n e  s u b s t r u c t u r e .  T h i s  r e s u l t e d  i n  
m a t e r i a l s  s h o w i n g  e n h a n c e d  s e l e c t i v i t y  f o r  s u b s t i t u t e d  p t e r i d i n e s  w h e n  e v a l u a t e d  b y  
H P L C .  T h u s ,  m e t h o t r e x a t e  a n d  l e u c o v o r i n e  ( M T X  a n a l o g u e )  w e r e  s e l e c t i v e l y  
r e t a i n e d  i n  m o b i l e  p h a s e s .  
R e s e a r c h  s t u d i e s  i n  c h a p t e r  2  d e m o n s t r a t e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  p o r o g e n  i n  
o p t i m i s i n g  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  M I P s .  T h e  m a j o r  f u n c t i o n s  o f  t h e  p o r o g e n  a r e  t o  f i r s t l y  
d i s s o l v e  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  a n d  s e c o n d l y  t o  p r o v i d e  a n  
e n v i r o n m e n t  w h i c h  a s s i s t s  i n ,  o r  a t  l e a s t  i s  n e u t r a l  t o w a r d s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  
s e l f - a s s e m b l y  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  M e t h o t r e x a t e  i s  a  m o l e c u l e  t h a t  i s  
s p a r s e l y  s o l u b l e  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  o r g a n i c  s o l v e n t s .  G i v e n  t h a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
t e m p l a t e  a r e  n e c e s s a r y  f o r  i n c l u s i o n  i n  t h e  i m p r i n t i n g  m i x t u r e  f i n d i n g  a  s u i t a b l e  
s o l v e n t  f o r  i m p r i n t i n g  t h i s  m o l e c u l e  i s  c h a l l e n g i n g .  T h e r e f o r e  a l t e r n a t i v e  s t r a t e g i e s  
a r e  i n v e s t i g a t e d  i n  a d d i t i o n  t o  d i r e c t  i m p r i n t i n g  o f  t h e  m e t h o t r e x a t e  m o l e c u l e .  I n  
a d d i t i o n ,  a  c l e a r  m e c h a n i s m  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  w a s  m o r e  d i f f i c u l t  t o  d e d u c e  f o r  
t h e  i m p r i n t i n g  o f  m e t h o t r e x a t e .  T h i s  i s  i n  p a r t  d u e  t o  t h e  f a i l u r e  o f  ' H - N M R  t o  o f f e r  
e v i d e n c e  f o r  h y d r o g e n  b o n d i n g  o r  e l e c t r o s t a t i c  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s .  H o w e v e r  a s  
s p e c i f i c  u p t a k e  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  M I P ,  t h e  m e c h a n i s m  o f  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  i s  l i k e l y  t o  b e  e l e c t r o s t a t i c  i n  n a t u r e  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n  
f r o m  s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y .  
A n  i n t e r e s t i n g  a p p r o a c h  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  M I P s  i s  t h e  e p i t o p e  a p p r o a c h .  R a c h k o v  
a n d  M i n o u r a  [ 4 0 ]  h a v e  e m p l o y e d  t h i s  m e t h o d  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  M I P  f o r  t h e  
p e p t i d e  h o r m o n e  o x y t o c i n .  T h e  t e t r a p e p t i d e ,  T y r - P r o - L e u - G l y - N H 2  ( Y P L G ) ,  w a s  
u s e d  a s  a  t e m p l a t e  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  M I P s  b y  t h e  e p i t o p e  a p p r o a c h .  I t  w a s  
s h o w n  t h a t  i n  o r g a n i c  ( a c e t o n i t r i l e - b a s e d )  c h r o m a t o g r a p h i c  m o b i l e  p h a s e s  t h e  MLP 
c a n  r e c o g n i z e  n o t  o n l y  t h e  t e m p l a t e  b u t  s o m e  o t h e r  p e p t i d e s  p o s s e s s i n g  P r o - L e u -  
G l y - N H 2  s e q u e n c e  a t  t h e  C - t e r m i n u s  ( i n c l u d i n g  t h e  n e u r o h y p o p h y s e a l  h o r m o n e  
o x y t o c i n )  a s  w e l l .  T h e  s a m e  a u t h o r s  1 2 0 3 1  h a v e  s h o w n  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h i s  m e t h o d  
t o  l a r g e r  p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s .  
3 . 1 . 1  A i m s  a n d  o b j e c t i v e s  
T h e  a i m  o f  t h i s  c h a p t e r  i s  t o  d e v e l o p  a  M I P  f o r  m e t h o t r e x a t e  b y  i n v e s t i g a t i n g  w h i c h  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  m o s t  l i k e l y  t o  f o r m  t h e  s t r o n g e s t  w m p l e x  w i t h  m e t h o t r e x a t e  
( o r  p a r t  o f  t h e  m o l e c u l e  t h e r e o f )  a n d  u s e  t h i s  t o  d e v e l o p  a  s p e c i f i c  M I P .  G i v e n  t h e  
r e l a t i v e  i n s o l u b i l i t y  o f  t h e  m o l e c u l e ,  D M S O  i s  u s e d  a s  p o r o g e n  f o r  i m p r i n t i n g  t h e  
w h o l e  m o l e c u l e .  D i r e c t  i m p r i n t i n g  o f  M T X  i s  p e r f o r m e d  i n  D M S O  a l o n g  w i t h  d i r e c t  
i m p r i n t i n g  o f  t h e  s u b s t r u c t u r e  N - Z - L - G l u - O H .  
3 . 2  E x p e r i m e n t a l  
3 . 2 . 1  M a t e r i a l s  
A l l  d e u t e r a t e d  s o l v e n t s  ( D M S O ,  C h l o r o f o r m ,  M e t h a n o l )  w e r e  o b t a i n e d  f i o m  A p o l l o  
S c i e n t i f i c  ( U K ) .  M e t h a n o l ,  d i m e t h y l s u l f o x i d e ,  a c e t o n i t r i l e ,  a c e t o n e ,  m e t h o t r e x a t e ,  N -  
Z - L - G l u - O H  w e r e  a c q u i r e d  f i o m  S i g m a - A l d r i c h  ( I r e l a n d ) .  M e t h a c r y l i c  a c i d ,  e t h y l e n e  
g l y c o l  d i m e t h a c r y l a t e ,  Z v i n y l p y r i d i n e  w e r e  a l s o  p u r c h a s e d  f i o m  s i g m a  A l d r i c h  
( D u b l i n )  
3 . 2 . 2  N M R  s t u d i e s  
S t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  B r u c k e r  A v a n c e  4 0 0  M H z  U l t r a s h i e l d  i n s t r u m e n t .  
C o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 0 4 M  o f  b o t h  m e t h o t r e x a t e  i n  & - D M S O  a n d  m o n o m e r  s u b s t i t u t e  
( d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  o r  d e u t e r a t e d  a c e t i c  a c i d )  w e r e  u s e d .  T h e  t o t a l  v o l u m e  u s e d  f o r  
N M R  a n a l y s i s  w a s  0 . 7 5  m l .  
3 . 2 . 3  U V  J o b  m e t h o d  s t u d i e s  
S t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  V a r i a n  5 0  S c a n  U V  v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u i p p e d  
w i t h  C a r y  U V 5 0  s o f t w a r e .  C o n c e n t r a t i o n s  u s e d  w e r e  0 . 0 4 M  o f  m e t h o t r e x a t e  a n d  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  
3 . 2 . 4  H P L C  s t u d i e s  
H P L C  a n a l y s e s  w e r e  c o n d u c t e d  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  s e r i e s  1 0 5 0  s y s t e m  w i t h  a  
R h e o d y n e  i n j e c t i o n  v a l v e  u s i n g  A l l t e c h  B R A V A  O D s  c o l u m n  ( 2 5  c m  x  4 . 6  r n m ,  
p a r t i c l e  s i z e  5 p m ) .  T h e  m o b i l e  p h a s e  c o n s i s t e d  o f  A C N I w a t e r l H O A c  ( 9 2 : 6 : 2 ) .  A  1 0  
p l  i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  u s e d  f o r  a l l  a n a l y s e s .  S e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  2 5 ' ~  
( i s o c r a t i c  e l u t i o n ) .  T h e  w a v e l e n g t h  u s e d  f o r  d e t e c t i o n  w a s  2 8 8  n r n .  
3 . 2 . 5  B a t c h  r e b i n d i n g  a n a l y s i s  
G i v e n  t h a t  m e t h o t r e x a t e  w a s  n o t  s o l u b l e  e v e n  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  ( 7 . 5  p g l m l )  i n  
c o m m o n l y  u s e d  o r g a n i c  s o l v e n t s  ( A C N ,  M e O H ,  C H C 1 3 ,  w a t e r )  D M S O  w a s  u s e d  a s  
t h e  s o l v e n t  f o r  t h e  s t u d y .  A  r a n g e  o f  m e t h o t r e x a t e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  i n  
D M S O  a n d  a  s t a n d a r d  c u r v e  w a s  c o n s t r u c t e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  w e r e  i n  t h e  
r a n g e  7 . 5  p g l m l  t o  3 0 0  p g l m l .  T h e  l e v e l  o f  %  u p t a k e  o f  a n a l y t e  a t  t h e  d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  w a s  a s s e s s e d  b y  H P L C .  A  2 0  m g  q u a n t i t y  o f  p o l y m e r  w a s  u s e d  f o r  t h i s  
e x p e r i m e n t  a n d  t h e  i n c u b a t i o n  t i m e  w a s  v a r i e d  f i o m  3 0  m i n  t o  1 6  h .  N o t e :  I n c u b a t i o n  
t i m e  i s  d e f i n e d  a s  t h e  t i m e  p e r i o d  t h a t  t h e  a n a l y t e  w a s  i n  c o n t a c t  i n  s o l u t i o n  w i t h  t h e  
M I P .  
3 . 2 . 6  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
S P E  s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  p a c k i n g  2 0 0  m g  o f  d r y  p o l y m e r  ( o r  c o r r e s p o n d i n g  
n o n - i m p r i n t e d  c o n t r o l )  i n t o  e m p t y  S P E  c a r t r i d g e s  o f  3  m l  v o l u m e .  T h e  s y s t e m  w a s  
w a s h e d  t h r o u g h  t h o r o u g h l y  w i t h  a c e t o n i t r i l e  t o  r e m o v e  a n y  a i r  b u b b l e s  t h a t  m a y  
a f f e c t  s o l v e n t  f l o w .  T h e  p a c k i n g  w a s  f u r t h e r  w a s h e d  w i t h  m e t h a n o l  t o  e n s u r e  t h e  
a b s e n c e  o f  t e m p l a t e  a n d  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t h e  w a s h i n g  p r o c e d u r e .  S u i t a b l e  s o l v e n t s  
w e r e  t h e n  t e s t e d  f o r  t h e  l o a d i n g ,  w a s h i n g  a n d  e l u t i o n  s t a g e s  a s  e x p l a i n e d  i n  t h e  r e s u l t s  
a n d  d i s c u s s i o n  s e c t i o n .  
3 . 2 . 7  G e n e r a t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
M I P S  w e r e  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e s :  
F o r  m e t h o t r e x a t e  M I P S ,  0 . 4  r n r n o l  o f  t h e  c o m p o u n d  w a s  w e i g h e d  o u t  a n d  d i s s o l v e d  i n  
8  m l  D M S O .  T o  t h i s  w a s  a d d e d  t h e  a p p r o p r i a t e  q u a n t i t y  o f  e i t h e r  m e t h a c r y l i c  a c i d  o r  
2 - v i n y l p y r i d i n e  a s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  B o t h  1 : 2  a n d  1 : 4  r a t i o s  o f  t e m p l a t e :  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w e r e  u s e d  f o r  t h i s  s t u d y .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  5  m i n .  T h e  c r o s s  l i n k e r  ( E G D M A ) ,  2 0  m m o l  ( 4 1 6 7  p 1 )  w a s  t h e n  
a d d e d  f o l l o w e d  b y  i n i t i a t o r  ( A I B N )  a t  5 0  m g  p e r  p o l y m e r i s a t i o n  t u b e .  T h e  r a t i o  o f  
E G D M A  t o  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  k e p t  b e l o w  1 0 :  1 .  T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  a  
f u r t h e r  1 0  m i n  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  d i s s o l u t i o n  o f  a l l  t h e  c o m p o n e n t s .  T h e  m i x t u r e  w a s  
t h e n  s o n i c a t e d  f o r  1 0  m i n .  I n  o r d e r  t o  c o m p l e t e l y  d e g a s  t h e  s o l u t i o n  i t  w a s  s p a r g e d  
w i t h  N z  f o r  5  r n i n .  T h e  t u b e s  w e r e  t h e n  p l u g g e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  g r a d u a l l y  h e a t e d  
t o  6 0 ' ~  i n  a  w a t e r b a t h .  A  1 6  h o u r  p o l y m e r i s a t i o n  t i m e  w a s  u s e d .  F o l l o w i n g  
p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  t u b e s  w e r e  s m a s h e d  a n d  t h e  p o l y m e r  w a s  r e m o v e d .  T h e  p o l y m e r  
w a s  b r o k e n  u p  b e f o r e  b e i n g  g r o u n d  w i t h  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e .  T h e  p a r t i c l e s  w e r e  t h e n  
s i e v e d  t o  < 2 5  p m  i n  a c e t o n e .  R e p e a t e d  c y c l e s  o f  g r i n d i n g  a n d  s i e v i n g  w e r e  n e c e s s a r y  
i n  o r d e r  t o  a c q u i r e  e n o u g h  o f  t h e  p o l y m e r  a t  s i z e  < 2 5  p m .  S m a l l e r  p a r t i c l e s  ( < 5 p m )  
w e r e  r e m o v e d  b y  s t a n d i n g  i n  a c e t o n e .  T y p i c a l l y ,  1 0 0  m l  o f  a c e t o n e  w a s  a d d e d  t o  t h e  
p o l y m e r  i n  a  g r a d u a t e d  c y l i n d e r .  T h e  p o l y m e r  w a s  a l l o w e d  t o  s e t t l e  f o r  - 1  h o u r  a n d  
t h e n  t h e  a c e t o n e  w a s  r e m o v e d .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  4 - 6  t i m e s  p e r  p o l y m e r .  C o n t r o l  
p o l y m e r s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t h e  s a m e  w a y  w i t h  t h e  o m i s s i o n  o f  t e m p l a t e .  A s  r e g a r d s  
w a s h i n g ,  f o l l o w i n g  s i e v i n g  t o  t h e  c o r r e c t  p a r t i c l e  s i z e s ,  t h e  M I P S  w e r e  w a s h e d  i n  a  
s o l u t i o n  o f  h o t  m e t h a n o l  w i t h  1 0 %  a c e t i c  a c i d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  a l s o  s t i r r e d  
v i g o r o u s l y .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  n u m e r o u s  t i m e s  u n t i l  n o  t r a c e  o f  
m e t h o t r e x a t e  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  w a s h i n g s  b y  H P L C .  
F o r  t h e  N - Z - L  g l u t a m i c  a c i d  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  t h e  p r o c e d u r e  w a s  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  e x c e p t  m e t h o t r e x a t e  w a s  s u b s t i t u t e d  w i t h  t h e  N - Z - L - g l u t a m a t i c  a c i d  ( 0 . 4  
m m o l ) .  
3 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
T h e  a p p r o a c h  o f  Q u a g l i a  e t  a l . ,  [ 2 0 2 ]  u s e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a n  i m p r i n t e d  p o l y m e r  
u s i n g  m e t h o t r e x a t e  a s  t e m p l a t e  e m p l o y e d  a  l o w e r  a m o u n t  o f  m e t h o t r e x a t e  a n d  a  
p o r o g e n  c o n s i s t i n g  o f  a c e t o n i t r i l e :  N M P  2 : l .  I n i t i a l l y ,  a  s o l u b i l i t y  p r o f i l e  w a s  
p e r f o r m e d  o n  m e t h o t r e x a t e .  O f  t h e  s o l v e n t s  c o m m o n l y  u s e d  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g ,  
m e t h o t r e x a t e  w a s  f o u n d  n o t  t o  b e  s o l u b l e  t o  a n y  e x t e n t  i n  a n y  o f  t h e  f o l l o w i n g :  
a c e t o n i t r i l e ,  m e t h a n o l ,  e t h a n o l ,  c h l o r o f o r m ,  h e x a n e ,  t o l u e n e ,  d i c h l o r o m e t h a n e  o r  
w a t e r .  
M e t h o t r e x a t e  w a s  s o l u b l e  t o  t h e  e x t e n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 4 . 1 2 5  m g  p e r  m l  i n  D M S O .  
I t  w a s  a l s o  s o l u b l e  t o  a  l o w e r  d e g r e e  i n  D M F .  H e n c e ,  t h e  m o s t  v i a b l e  s o l v e n t  t o  u s e  
f o r  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s  w a s  f o u n d  t o  b e  D M S O .  
3 . 3 . 1  N M R  A n a l y s i s  
T h e  ' H - N M R  s p e c t r u m  o f  m e t h o t r e x a t e  i s  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  3 . 2  
F i g u r e  3 . 2 :  NMR o f  m e t h o t r e x a t e  i n  d 6 - D M S O  
I t  w a s  f o u n d  i n  t h e  N M R  s t u d y  t  s u b s t i t u t e s )  n o  c h a n g e s  i n  c h e m i c a l  s h i f t  o f  a n y  o f  
t h e  p r o t o n  s i g n a l s  o f  m e t h o t r e x a t e  w e r e  o b s e r v e d .  D e u t e r a t e d  D M S O  w a s  u s e d  f o r  
d i s s o l u t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e .  D M S O  i s  a  s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d  a c c e p t o r  a n d  i t  i s  
p r o b a b l e  t h a t  i t  b l o c k s  p o t e n t i a l  h y d r o g e n  b o n d  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r ( s )  a n d  t h e  m e t h o t r e x a t e  ~ o l e c u l e .  S i n c e  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  h y d r o g e n  
b o n d  a c c e p t o r s  o n  t h e  m e t h o t r e x a t e  m o l e c u l e ,  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  h y d r o g e n  
b o n d s  w o u l d  f o r m  r e a d i l y  i n  ( a )  a  l e s s  p o l a r  s o l v e n t  o r  ( b )  a  s o l v e n t  w i t h  p o o r  
h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y .  T h e  d e u t e r a t e d  s o l v e n t  w a s  s w i t c h e d  t o  M e O D  a n d  
a l s o  n o  s h i f t  c h a n g e s  w e r e  s e e n .  M T X  w a s  n o t  s o l u b l e  a t  0 . 0 4  M  -  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
u s e d  f o r t  t h e  N M R  s t u d i e s  -  i n  C D C 1 3 .  A s  t h e  N M R  e x p e r i m e n t s  d i d  n o t  r e v e a l  
c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  a  U V  J o b  p l o t  w a s  e m p l o y e d  t o  g a i n  a  g r e a t e r  i n s i g h t  t o  t h e  e f f e c t  
o f  m o n o m e r :  t e m p l a t e  r a t i o .  
3 . 3 . 2  U V - v i s i b l e  m o l e  r a t i o  p l o t  a n a l y s i s  
F i r s t l y  a  m o l e  r a t i o  p l o t  o f  m e t h o t r e x a t e  a g a i n s t  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  2 -  
v i n y l p y r i d i n e  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  D M S O  a t  2 8 8  n m  a n d  i s  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  3 . 3  
( a ) .  T h e  m o l e  r a t i o  p l o t  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  3 . 3  ( b )  
M o l e  r a t i o  M T X l 2 V p y  
F i g u r e  3 . 3  ( a )  W  m o l e  r a t i o  p l o t  o f  M T X  i n  D M S O  w i t h  i n c r e a s i n g  r a t i o s  o f  2 V p y  a t  
2 8 8  n m  
M o l e  r a t i o  M T X I M A A  
F i g u r e  3 . 3  ( b )  U V  m o l e  r a t i o  p l o t  i n  D M S O  i n c r e a s i n g  t h e  r a t i o s  o f  M A A  t o  M T X  a t  2 8 8  
n m  
F i g u r e  3 . 3  ( a )  s h o w s  t h e  m o l e  r a t i o  p l o t  s u g g e s t i n g  a n  o p t i m a l  m o l a r  r a t i o  o f  1 : 2  f o r  
c o m p l e x a t i o n  b e t w e e n  2 - v i n y l p y r i d i n e  a n d  m e t h o t r e x a t e  i n  D M S O .  I t  i s  n o t  l i k e l y  
t h a t  a  v i n y l p y r i d i n e  m o l e c u l e  f o r m s  a  c o m p l e x  w i t h  t h e  p t e r i d i n e  p o r t i o n  o f  t h e  
m o l e c u l e ,  a s  t h e r e  w i l l  b e  a  d e g r e e  o f  c h a r g e  r e p u l s i o n .  H o w e v e r ,  t h e  n i t r o g e n  o f  t h e  
v i n y l p y r i d i n e  r i n g  m a y  f o r m  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  o r  u n d e r g o  h y d r o g e n  b o n d i n g  
w i t h  t h e  - O H  m o l e c u l e s  o f  t h e  g l u t a m i c  a c i d  p o r t i o n  i n  a  1 : 2  r a t i o .  A l s o ,  t h e r e  i s  a  
p o s s i b i l i t y  o f  f o r m i n g  z - n ;  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  g l u t a m i c  a c i d  a r o m a t i c  r i n g ,  
d e p e n d i n g  o n  s t e r i c  f a c t o r s .  
R e g a r d i n g ,  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  t h e r e  a r e  m o r e  s i t e s  o n  t h e  m e t h o t r e x a t e  m o l e c u l e  
c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  T h e  m o l e  r a t i o  p l o t  i n d i c a t e d  c o n c l u s i o n s  
c a n n o t  b e  d r a w n  a b o u t  t h e  s t o i c h i o m e t r y  f r o m  t h e s e  s t u d i e s  a s  t h e  o b s e r v e d  
i n t e r a c t i o n s  a r e  t o o  w e a k .  T o  i n v e s t i g a t e  t h i s  f u r t h e r  a  J o b s  p l o t  o f  M T X / M A A  w a s  
p e r f o r m e d  a n d  i s  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  3 . 4  
M o l e  r a t i o  m e t h a c r y l i c  a c i d 1 M T X  
F i g u r e  3 . 4 :  J o b s  p l o t  o f  MT- 
F r o m  t h e  s t u d y  i t  i s  s h o w n  t h a t  t h e  d o m i n a n t  c o m p l e x  m a y  c o r r e s p o n d  t o  r a t i o s  o f  2 : 3 ,  
1 : 4 ,  3 : 7 .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  o p t i m u m  m o l a r  r a t i o  m a y  c o n t a i n  m o r e  t h a n  
o n e  m e t h o t r e x a t e  m o l e c u l e .  I n  t h i s  r e s p e c t ,  i t  i s  p r u d e n t  t o  i n c l u d e  a n  e x c e s s  o f  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  t o  e n s u r e  t h a t  a l l  o f  t h e  
m e t h o t r e x a t e  w a s  c o m p l e x e d .  
3 . 3 . 3  G e n e r a t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  a n d  b a t c h  
r e b i n d i n g  s t u d i e s .  
T w o  M I P s  w e r e  g e n e r a t e d ,  u s i n g  d i f f e r e n t  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  
m i x t u r e .  M T X V P  1  c o n t a i n e d  2 - v i n y l p y r i d i n e ,  a n d  M T X M A  1  c o n t a i n e d  m e t h a c r y l i c  
a c i d .  N o n - i m p r i n t e d  c o n t r o l s  w e r e  a l s o  p r e p a r e d  i d e n t i c a l  t o  t h e  M I P S  b u t  w i t h o u t  t h e  
i n c l u s i o n  o f  m e t h o t r e x a t e .  F o l l o w i n g  c r u s h i n g ,  g r i n d i n g ,  s i e v i n g  a n d  w a s h i n g  b a t c h  
t y p e  a d s o r p t i o n  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  o n  e a c h  o f  t h e  M I P s  ( a n d  c o n t r o l s  g e n e r a t e d ) .  
A  2 0  m g  q u a n t i t y  o f  P o l y m e r  w a s  u s e d  f o r  t h i s  e x p e r i m e n t  a n d  t h e  i n c u b a t i o n  t i m e  
w a s  3 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  V a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m e t h o t r e x a t e  w e r e  
d i s s o l v e d  i n  D M S O  a n d  a d d e d  t o  t h e  p o l y m e r ,  s h a k e n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  
x  1 0  m i n .  T h e  %  u p t a k e  i . e .  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  m i n u s  t h a t  c a l c u l a t e d  i n  t h e  
s u p e r n a t a n t  f o r  b o t h  p o l y m e r s  a n d  c o n t r o l s  i s  s h o w n  i n  t a b l e  3 . 1  :  
T a b l e  3 . 1  %  U p t a k e  o f  m e t h o t r e x a t e  o n  t h e  p o l y m e r s  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
i n  D M S O  a t  3 0  m i n  i n c u b a t i o n  
M T X c o n c n  M T X V P  C O N V P  M T X M A  C O N M A  
( c ~ g / m l )  1  1  1  1  
7 . 5  <  1  <  1  < 1  < 1  
1 5  < 1  < 1  < l  <  1  
3  0  
2 . 6 2  < 1  2 . 9 7  € 1  
6 0  
2 . 7 1  <  1  1 . 3  1  <  1  
1 2 0  
0 . 8 8  < 1  1 . 8 9  <  1  
3 0 0  3 . 7 4  <  1  1 . 5 1  < 1  
A s  c a n  b e  s e e n  f i o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  o n l y  m i n i m a l  %  r e b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  i n  
b o t h  o f  t h e  M I P S  o v e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  a n d  n e g l i g i b l e  u p t a k e  w a s  o b s e r v e d  i n  
t h e  c o n t r o l  p o l y m e r s .  T h e r e  a r e  n u m e r o u s  t h e o r i e s  t h a t  m a y  b e  p r e s e n t e d  t o  e x p l a i n  
t h e  l o w  u p t a k e .  F i r s t l y ,  t h e  i n c u b a t i o n  t i m e  w a s  s h o r t  -  3 0  r n i n .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t i m e s  
e x c e e d i n g  1  h o u r  a r e  r e q u i r e d .  T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  a n d  t h e  i n c u b a t i o n  
t i m e  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 6  h  a t  R T .  T h e  %  r e b i n d i n g  o f  M T X  i s  s h o w n  i n  t a b l e  3 . 2 :  
T a b l e  3 . 2  U p t a k e  o f  m e t h o t r e x a t e  o n  t h e  p o l y m e r s  a t  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  i n  
D M S O  a t  1 6  h  i n c u b a t i o n  
M T X  c o n c n  M T X V P  C O N V P  M T X M A A  C O N M A A  
( p g l m l )  1  1  1  1  
7 . 5  3 7 . 3 1  9 . 0 5  3 3 . 7 8  1 9 . 4 9  
1 5  
3 7 . 5 9  
1 1 . 1 7  3  1 . 2 4  1 8 . 7 4  
3 0  
3 6 . 7 6  
1 2 . 6 7  3 6 . 8 5  2 1 . 6 7  
6 0  
3 3 . 8 1  
1 2 . 9 5  
3 4 . 9 8  2 3 . 5 4  
1 2 0  
3 0 . 9 4  
1 1 . 7 7  3  1 . 4 2  2 1 . 6 0  
3 0 0  
3 9 . 4 3  
1 2 . 8 4  
3 3 . 8 6  2 3 . 9 7  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  p o l y m e r s  c o n t a i n i n g  m e t h a c r y l i c  a c i d  s h o w  a  h i g h e r  l e v e l  o f  
n o n - s p e c i f i c  u p t a k e  ( C O N M A A ) .  T h e  o v e r a l l  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  f o r  b o t h  M I P S  i s  l o w  
a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  ( M T X V P  1  a n d  M T X M A A  1 )  w i t h  s i g n i f i c a n t  n o n -  
s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  a s  s h o w n  b y  t h e  h i g h  c o n t r o l  u p t a k e .  H o w e v e r ,  t h e  l e v e l  o f  n o n -  
s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  o n  C O N M A A  1  ( 1 8 - 2 4 % )  i s  a p p r o x i m a t e l y  d o u b l e  t h a t  o f  
C O N V P  1  ( 9 - 1 3 % ) .  T h i s  r e s u l t  s u g g e s t s  t h a t  u s i n g  a n  e x c e s s  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d ,  a s  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  i s  d e t r i m e n t a l  t o  o v e r a l l  M I P  p e r f o r m a n c e  i n  c o m p a r i s o n  t o  
u s i n g  a n  e x c e s s  o f  2 - v i n y l p y r i d i n e .  T h e  f i n d i n g  i s  s o m e w h a t  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  U V  
m o l e  r a t i o  p l o t s ,  w h i c h  i n d i c a t e d  t h a t  a n  e x c e s s  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  w o u l d  b e  
n e c e s s a r y  t o  f u l l y  c o m p l e x  a l l  o f  t h e  m e t h o t r e x a t e .  H o w e v e r  c o n s i d e r i n g  t h a t  w e a k  
n a t u r e  o f  t h e  c o m p l e x e s  f o r m e d  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  d u r i n g  p o l y m e r i s a t i o n  t h e r e  i s  m o r e  
f r e e  M A A  l e a d i n g  t o  r a n d o m  d i s t r i b u t i o n  a r o u n d  t h e  p o l y m e r .  
T o  i n v e s t i g a t e  t h i s  f u r t h e r ,  t w o  a d d i t i o n a l  p o l y m e r s  w e r e  p r e p a r e d  M T X V P  2  a n d  
M T X M A A  2  B o t h  o f  t h e s e  M I P s  w e r e  g e n e r a t e d  w i t h  a  1 : 2  r a t i o  o f  t e m p l a t e :  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e y  w e r e  s u b j e c t  t o  t h e  s a m e  r e b i n d i n g  p r o c e d u r e .  T h e  %  
u p t a k e  w a s  m e a s u r e d  a f t e r  1 6  h  i n c u b a t i o n  a n d  s h o w n  b e l o w  i n  t a b l e  3 . 3 :  
T a b l e  3 . 3 :  %  R e b i n d i n g  o f  M T X  t o  M I P s  M T X V P  2  a n d  M T X M A  2  i n  D M S O  a t  
d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  a t  1 6  h  i n c u b a t i o n  
M T X c o n c n  M T X V P  C O N V P  M T X M A A  C O N M A A  
( c ~ g l m l )  2  2  2  2  
I n t e r e s t i n g l y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  w h e n  t h e  r a t i o  o f  t e m p l a t e :  m e t h a c r y l i c  a c i d  
( f u n c t i o n a l  m o n o m e r )  i s  r e d u c e d  f r o m  1 : 4  t o  1 : 2 ;  t h e r e  i s  a  l a r g e  d e c r e a s e  i n  n o n -  
s p e c i f i c  r e b i n d i n g .  T h i s  m a y  b e  a t t r i b u t e d  t o  m o s t  o f  t h e  a v a i l a b l e  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  b e i n g  c o m p l e x e d  w i t h  m e t h o t r e x a t e .  T h i s  i n  t u r n  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  m a y  b e  
n o n - c o m p l e x e d  m e t h o t r e x a t e  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e .  T h i s  h a s  m a n i f e s t e d  i t s e l f  
i n  t h e  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  o b s e r v e d  i n  s p e c i f i c  u p t a k e  b y  M I P  M T X M A A  2  i n  
c o n t r a s t  t o  M I P  M T X M A A  1 .  A  s i m i l a r  ( t h o u g h  n o t  a s  p r o n o u n c e d )  t r e n d  o c c u r s  w i t h  
M T X V P  2 .  H e r e  t h e r e  i s  a  c o n s i d e r a b l e  d e c r e a s e  i n  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  h o w e v e r  
t h e r e  i s  n o  d e c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  s p e c i f i c  m e t h o t r e x a t e  u p t a k e  o n  c h a n g i n g  f r o m  
M T X V P l  t o  M T X V P  2 .  
C h i a n e l l a  e t  a l . ,  [ 2 0 4 ]  h a v e  e m p l o y e d  D M S O  a s  p o r o g e n  t o  g e n e r a t e  M I P s  f o r  M I S P E  
d e t e c t i o n  o f  m i c r o c y s t i n - L R .  H e r e  i t  w a s  s t a t e d  t h a t  D M S O  w a s  c h o s e n  a s  p o r o g e n  
f o r  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  r e a c t i o n  d u e  t o  i t s  p o w e r  t o  d i s s o l v e  m i c r o c y s t i n - L R .  M o r e o v e r  
t h e  p o l y m e r  p r o d u c e d  b y  u s i n g  t h i s  s o l v e n t  i s  e x p e c t e d  t o  b e  c o m p a t i b l e  w i t h  a q u e o u s  
e n v i r o n m e n t  ( t h e  s w e l l i n g  o f  t h e  p o l y m e r  i n  D M S O  a n d  a q u e o u s  s o l u t i o n s  s h o u l d  b e  
v e r y  s i m i l a r ) .  I n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s ,  t h e y  f o u n d  a  h i g h  l e v e l  o f  n o n - s p e c i f i c  
b i n d i n g  ( i . e .  b i n d i n g  t o  t h e  c o n t r o l  p o l y m e r )  a l o n g  w i t h  h i g h  l e v e l s  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  
o f  t h e  Y R  a n d  R R  a n a l o g u e s  o f  m i c r o c y s t i n - L R  
G i v e n  t h i s  d r a w b a c k  t h e  v e r y  l o w  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o b s e r v e d  a n d  s h o w n  i n  t a b l e  
3 . 3  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y .  F u r t h e r m o r e ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  n o n - s p e c i f i c  
b i n d i n g  r e m a i n s  l o w  a t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l e s s  t h a n  1 5  p g / m l .  D o n g  e t  a l . ,  [ 2 0 5 ]  h a v e  
p e r f o r m e d  a  m o l e c u l a r  s i m u l a t i o n  a n d  e x p e r i m e n t a l  v a l i d a t i o n  o f  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  
s o l v e n t  o n  t h e  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  c a p a b i l i t y  i n  M I P s  t o w a r d s  t h e o p h y l l i n e .  T h e  A E  
o f  t h e o p h y l l i n e  i n  t h r e e  s o l v e n t s ,  c h l o r o f o r m ,  T H F  a n d  ( D M S O ) ,  w a s  c a l c u l a t e d ,  i n  
w h i c h  c h l o r o f o r m  g a v e  t h e  s m a l l e s t  A E  a n d  D M S O  g a v e  t h e  l a r g e s t .  T h e  s a m e  o r d e r  
f o r  A E  w a s  o b t a i n e d  f o r  t h e  m o n o m e r ,  M A A ,  i n  t h e  t h r e e  s o l v e n t s .  T h e  c a l c u l a t e d  
r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  c h l o r o f o r m  i s  t h e  m o s t  s u i t a b l e  s o l v e n t  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  M I P  
f o r  T H O .  D M S O ,  h o w e v e r ,  i s  n o t  s i n c e  i t  h a s  h i g h  a f f i n i t i e s  t o  T H O  a n d  M A A ,  a n d  
t h e s e  i n h i b i t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  T H O  a n d  M A A .  T o  e x a m i n e  t h e  v a l i d i t y  o f  
t h e  s i m u l a t e d  r e s u l t s ,  M I P s  f o r  T H O  w e r e  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  t h r e e  s o l v e n t s  a n d  u s e d  
f o r  t h e  a d s o r p t i o n  o f  T H O ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  M I P  s y n t h e s i z e d  i n  c h l o r o f o r m  s h o w e d  
t h e  m a x i m u m  s e l e c t i v i t y  w h i l e  t h a t  s y n t h e s i z e d  i n  D M S O  s h o w e d  t h e  w o r s t ,  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  t h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s t u d y .  
3 . 3 . 4  T h e  g l u t a m i c  a c i d  s u b s t r u c t u r e  a p p r o a c h  
R e f e r r i n g  t o  f i g u r e  3 . 1 ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  2 - v i n y l p y r i d i n e  i n t e r a c t s  m o r e  s o  w i t h  t h e  
g l u t a m i c  a c i d  p o r t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  o f  m e t h o t r e x a t e  t h a n  w i t h  t h e  p t e r i d i n e  p o r t i o n .  
H a l l  e t  a l . ,  [ 2 0 6 ]  h a v e  e m p l o y e d  a  m e t h o d  b a s e d  o n  a n  e p i t o p e  a p p r o a c h  d e s c r i b e d  i n  
s e c t i o n  3 . 1 .  T h i s  p a p e r  d e s c r i b e d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  
a g a i n s t  N - Z - L - g l u t a m i c  a c i d  u s i n g  a  n o v e l  b i s - u r e a  h c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e  p o l y m e r  
e x h i b i t e d  a f f i n i t y  f o r  t h e  t e m p l a t e  o v e r  N - Z - p r o t e c t e d  a s p a r t i c  a c i d  a n d  g l y c i n e  a n d ,  
f u r t h e r ,  w a s  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  l a r g e r  m o l e c u l e s ,  e . g .  m e t h o t r e x a t e  c o n t a i n i n g  t h e  
g l u t a r n a t e  s u b s t r u c t u r e .  T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  N - Z - L - g l u t a m i c  a c i d  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  
3 . 5 :  
H O - C -  CH, C H , C H - C - O H  
F i g u r e  3 . 5 :  T h e  s t r u c t u r e  o f  N - A c e t y l - g l u t a m i c  a c i d  ( s i g m a )  
T h e  - O H  g r o u p s  c a n  b e  t a r g e t e d  w i t h  b o t h  o f  t h e  f i m c t i o n a l  m o n o m e r s  u s e d  i n  t h e  
p r e v i o u s  s e c t i o n s  o f  c h a p t e r  4 .  H a l l  e t  a l . ,  [ 2 0 6 ]  e m p l o y e d  t h e  s y n t h e t i c  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  s h o w n  b e l o w  i n  f i g u r e  3 . 6 :  
F i g u r e  3 . 6 :  T h e  n o v e l  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  u s e d  b y  H a l l  e t  a l . ,  R e p r o d u c e d  f r o m  H a l l  e t  
a l . ,  [ 2 0 6 ]  
T h e  g r o u p  h o w e v e r ,  d i d  n o t  u s e  N - Z - L - G l u - O H  d i r e c t l y  a s  a  t e m p l a t e  r a t h e r  t h e y  u s e d  
a  d e r i v a t i s e d  f o r m .  
I n  t h i s  s t u d y ,  t w o  M I P S  w e r e  p r e p a r e d  d i r e c t l y  a g a i n s t  t h e  G l u t a m a t e  s u b s t m c t u r e  a s  
t h e  t e m p l a t e .  G L W P  1  a n d  G L U M A  1 .  T h e  %  r e b i n d i n g  o f  b o t h  N - Z - L - G l u t a m i c  
a c i d  a n d  m e t h o t r e x a t e  w a s  a s s e s s e d  b y  b a t c h  r e b i n d i n g .  I m p o r t a n t l y ,  t h e  m o l e c u l e  
w a s  f o u n d  t o  b e  s o l u b l e  i n  o t h e r  s o l v e n t s  a p a r t  f i o m  D M S O ,  h o w e v e r  t o  e n s u r e  
c o n s i s t e n c y  w i t h  t h e  e a r l i e r  w o r k ,  t h e  M I P  w a s  p r e p a r e d  i n  D M S O  a n d  t h e  r e b i n d i n g  
p e r f o r m e d  i n  t h e  s a m e  s o l v e n t .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  m o l a r  r a t i o  o f  1 : 2  w a s  k e p t  f o r  b o t h  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r s .  T h e  r e b i n d i n g  d a t a  ( m e t h o t r e x a t e ) a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  3 . 4 .  
T a b l e  3 . 4 :  T h e  %  r e b i n d i n g  o f  m e t h o t r e x a t e  f r o m  a  D M S O  s o l u t i o n  a t  d i f f e r i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  a t  1 6  h  i n c u b a t i o n  o n  M I P S  G L U V P  1  a n d  G L U M A  1  
M T X  c o n c n  G L U V P  G C O N V P  G L U M A  G C O N M A  
( ~ d m l )  1  1  1  1  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  G L U V P  1  h a s  s i g n i f i c a n t l y  o u t p e r f o r m e d  G L U M A A  1  i n  s p e c i f i c  
r e b i n d i n g  o f  m e t h o t r e x a t e  s h o w i n g  %  r e b i n d i n g  o f  4 1 - 4 9 %  a n d  4 - 1 5 %  r e s p e c t i v e l y ) .  
A l s o  o f  i n t e r e s t  i s  t h a t  t h e  g l u t a m a t e  s u b s t r u c t u r e  a p p r o a c h  i s  m o r e  s u c c e s s f u l  t h a n  t h e  
d i r e c t  i m p r i n t i n g  o f  t h e  M T X  m o l e c u l e .  N o t a b l e  i s  t h e  l o w  n o n - s p e c i f i c  r e b i n d i n g  i n  
G L U M A A  1 .  A s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e  i n c r e a s e s  t h e r e  i s  a l s o  a  
c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  t h e  l e v e l  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  i n  C C O N V P  1  ( i n c r e a s i n g  
f r o m  6 . 7 3 %  t o  1 2 . 5 1 % ) .  T h i s  i s  n o t  o b s e r v e d  i n  C G C O N M A A  1  a n d  i s  a t t r i b u t e d  t o  
t h e  s a t u r a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s  o f  t h e  p o l y m e r s .  T h i s  i s  s u g g e s t i v e  o f  a  M I P  w i t h  
l o w  c a p a c i t y  t h a t  w o u l d  b e  b e t t e r  s u i t e d  t o  a p p l i c a t i o n s  r e q u i r i n g  q u a l i t a t i v e  o r  s e m i -  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  a  c h a n g e  o f  s o l v e n t  o n  t h e  
r e b i n d i n g  i n  G L U V P  1  t h e  f o l l o w i n g  s o l v e n t s  w e r e  e m p l o y e d ,  m e t h a n o l ,  a c e t o n i t r i l e ,  
c h l o r o f o r m .  D u e  t o  s o l u b i l i t y  i s s u e s ,  o n l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a n a l y s e d  f o r  
r e b i n d i n g .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  3 . 5 .  
T a b l e  3 . 5 :  %  R e b i n d i n g  o f  m e t h o t r e x a t e  t o  M I P  G L U V P  2  u p o n  c h a n g i n g  o f  
r e b i n d i n g  s o l v e n t  
M T X  c o n c n  M I P  C O N  M I P  C O N  M I P  C O N  
( C c g / m l )  M e O H  
M e O H  
A C N  A C N  
W a t e r  W a t e r  
7 . 5  9 . 6 1  
5 . 2 9  
3 9 . 7 6  1 0 . 6 9  
5 1 . 2 8  3 9 . 2 8  
T a b l e  3 . 5  s h o w s  t h a t  c h a n g i n g  D M S O  f o r  m e t h a n o l  h a s  a  d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  
s p e c i f i c  r e b i n d i n g  w i t h  a n  a l m o s t  c o m p l e t e  a b r o g a t i o n  o f  r e b i n d i n g  o b s e r v e d .  T h i s  i s  
m o s t  l i k e l y  d u e  t o  t h e  s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y  o f  m e t h a n o l .  I t  w i l l  
p r e f e r e n t i a l l y  f o r m  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  t e m p l a t e  a n d  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  
t h u s  p r e c l u d e s  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  
C o n s e q u e n t l y ,  t h e  s a m e  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  s o l u t i o n  i s  
n o t  r e p l i c a t e d  a n d  h e n c e  r e d u c t i o n  i n  r e b i n d i n g  i s  o b s e r v e d .  A c e t o n i t r i l e  i s  a  p o l a r  
a p r o t i c  s o l v e n t  l i k e  D M S O ,  i t  w a s  t h e r e f o r e  a n t i c i p a t e d  t h a t  i t  w o u l d  b e  l e s s  l i k e l y  t o  
i n t e r f e r e  w i t h  t h e  r e b i n d i n g  t o  t h e  s a m e  e x t e n t  a s  m e t h a n o l .  T a b l e  3 . 5  c o n t i i s  t h i s  
h y p o t h e s i s  a n d  a l t h o u g h  t h e  n o n  s p e c i f i c  b e n d i n g  i s  h i g h e r  ( 1 5 . 4 3 %  a t  1 5 p g I m L  
M T X )  t h a n  w i t h  e i t h e r  D M S O  o r  m e t h a n o l  ( 5 . 8 7  p g / m L )  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  i s  
c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o b s e r v e d  u s i n g  D M S O  ( - 3 9 %  a n d  4 1 - 4 8 %  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e  u s e  
o f  w a t e r  l e d  t o  h i g h  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( 4 2 . 6 4 %  a t  1 5 p g I m L ) .  T h i s  i s  a t t r i b u t e d  t o  
t h e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s .  G i v e n  t h e  h i g h  l e v e l  o f  r e b i n d i n g  w i t h  
w a t e r  i t  i s  l i k e l y  t h a t  i t  c a n  b e  u s e d  a s  a  l o a d i n g  s o l v e n t  i n  S P E  s t u d i e s  a s  t h e  n o n -  
s p e c i f i c  h y d r o p h o b i c a l l y  i n t e r a c t i n g  m o l e c u l e s  c a n  b e  w a s h e d  f i o m  t h e  c o l u m n  u s i n g  
a  s u i t a b l e  s o l v e n t  l e a v i n g  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  i n  p l a c e .  
3 . 3 . 5  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
A  d i r e c t  c o m p a r i s o n  w a s  p e r f o r m e d  b e t w e e n  t h e  M L P  p r o d u c e d  d i r e c t l y  f o r  
m e t h o t r e x a t e  ( M T X V P  2 )  a n d  t h a t  p r o d u c e d  b y  t h e  s u b s t r u c t u r e  a p p r o a c h  ( G L U V P  1 )  
u s i n g  1 : 2  r a t i o s  o f  t e m p l a t e :  h c t i o n a l  m o n o m e r .  I n i t i a l l y ,  w a t e r  w a s  u s e d  a s  t h e  
l o a d i n g  s o l v e n t .  M e t h o t r e x a t e  w a s  l o a d e d  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  p g / m l .  T h e  
p r i n c i p a l  c h a l l e n g e  i n  M I S P E  i s  f i n d i n g  a  s u i t a b l e  w a s h i n g  s o l v e n t  t o  b r e a k  u p  n o n -  
s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  t o  t h e  M I P  ( e . g .  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s )  w h i l e  a t  t h e  s a m e  t i m e  
e n h a n c i n g  ( o r  l e a v i n g  u n d i s t u r b e d )  t h e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  i n  t h e  b i n d i n g  p o c k e t s .  
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  f o l l o w i n g  s o l u t i o n s  w e r e  t e s t e d .  D M S O ,  D M F ,  A C N ,  M e O H ,  w a t e r ,  
t o l u e n e ,  w a t e r  1 %  H O A c ,  A C N  1 %  H O A c .  T h e  s o l u t i o n  f o u n d  t o  r e m o v e  m o s t  o f  t h e  
m e t h o t r e x a t e  f r o m  t h e  c o n t r o l  n o n - i m p r i n t e d  c o l u m n  w h i l e  a t  t h e  s a m e  t i m e  l e a v i n g  
t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m e t h o t r e x a t e  r e m a i n i n g  b o u n d  t o  t h e  i m p r i n t e d  c o l u m n  w a s  
d e e m e d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  s o l v e n t  i n  t h i s  r e g a r d .  T h e  %  m e t h o t r e x a t e  r e m o v e d  
f i o m  t h e  c o l u m n  w i t h  a  s i n g l e  2  m l  a l i q u o t  o f  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  i s  s h o w n  i n  t a b l e  
3 . 6 :  
T a b l e  3 . 6  M I S P E  w a s h i n g  o p t i m i s a t i o n .  S h o w s  t h e  %  o f  t h e  o r i g i n a l  M T X  i n  t h e  
a p p l i e d  w a t e r .  
M T X V P  2  C O N  G L U V P  1  C O N  W a s h i n g  
s o l v e n t  
8 3 . 4 5  9 1 . 5 5  7 5 . 9 8  8 6 . 3 0  D M S O  
7 6 . 7 8  9 4 . 2 9  7 1 . 4 6  6 9 . 9 7  D M F  
9 9 . 6 8  9 9 . 4 2  8 9 . 7 1  9 6 . 4 5  M e O H  
5 8 . 7 7  9 3 . 7 6  4 7 . 2 6  9 1 . 8 6  A C N  
5 6 . 6 5  9 8 . 3 6  3 9 . 2 7  9 2 . 3 9  A C N  ( 1 %  
H O A C )  
2 . 4 9  W A T E R  
3 . 6 1  W A T E R  ( 1 %  
H O A c )  
F r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d ,  a s  a c e t o n i t r i l e  a c i d i f i e d  w i t h  1 %  a c e t i c  a c i d  r e m o v e d  t h e  
l o w e s t  p o r t i o n  o f  t h e  l o a d e d  m e t h o t r e x a t e  f r o m  t h e  M I P  w i t h  r e f e r e n c e  t o  t h e  c o n t r o l  
i t  w a s  c h o s e n  a s  t h e  w a s h i n g  s o l v e n t .  F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  m e t h a n o l  c o u l d  
q u a n t i t a t i v e l y  e x t r a c t  a l l  o f  t h e  m e t h o t r e x a t e  f r o m  b o t h  c o l u m n s  i t  w a s  e m p l o y e d  a t  
t h e  e l u e n t .  
3 . 3 . 5 . 1  
E l u t i o n  a n d  q u a n t i f i c a t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e ;  A  c o m p a r a t i v e  
p e r f o r m a n c e  
M e t h o t r e x a t e  i n  a  s t a n d a r d  s o l u t i o n  o f  1 0  p g / m l  i n  w a t e r  w a s  a p p l i e d  t o  a n  S P E  
c o l u m n  p a c k e d  w i t h  e i t h e r  M T X V P  2  o r  G L U V P  1 . T h e  c o l u m n s  w e r e  w a s h e d  w i t h  
1 %  H O A c  i n  A C N  a n d  e l u t e d  w i t h  M e O H  T h e  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  3 . 7  
M T X V P  2  M T X  C O N  G L U V P  I  G L U  C O N  
M I P  o r  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  
F i g u r e  3 . 7 :  T h e  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e  f o r  t h e  2  M I P S  
F r o m  f i g u r e  3 . 7  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  s u b s t r u c t u r e  a p p r o a c h  w a s  s l i g h t l y  m o r e  
s u c c e s s f u l  i n  t e r m s  o f  e x t r a c t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e  f r o m  s o l u t i o n  t h a n  i m p r i n t i n g  o f  t h e  
w h o l e  m o l e c u l e .  T h i s  r e s u l t  i s  a  v a l i d a t i o n  o f  t h i s  a p p r o a c h .  T h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  
e p i t o p e  a p p r o a c h  a r e  i t s  s i m p l i c i t y ,  c o s t  a n d  r e m o v a l  o f  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  
t e m p l a t e  b l e e d i n g  a n d  t o x i c i t y  o f  m e t h o t r e x a t e .  
3 . 4  C o n c l u s i o n  
C h a p t e r  3  s h o w s  t h e  o b s t a c l e s  t h a t  c a n  p r e v e n t  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s u c c e s s f u l  i m p r i n t s .  
O n e  o f  t h e  m o s t  c r i t i c a l  f e a t u r e s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  M I P  i s  a s  r e v i e w e d  i n  
c h a p t e r  1 ,  t h e  p o r o g e n  ( o r  s o l v e n t ) .  A  g o o d  s o l v e n t  s h o u l d  b e  a b l e  t o  d i s s o l v e  f u l l y  
t h e  t e m p l a t e  a n d  a l l o w  t e m p l a t e :  m o n o m e r  c o m p l e x  f o r m a t i o n  w i t h o u t  h a v i n g  a n  
a d v e r s e  e f f e c t .  T y p i c a l l y  i n  n o n - c o v a l e n t  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  n o n - p o l a r  s o l v e n t s  
s u c h  a s  c h l o r o f o r m ,  t o l u e n e  a n d  d i c h l o r o m e t h a n e  o r  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  
a c e t o n i t r i l e  h a v e  b e e n  e m p l o y e d .  A c e t o n i t r i l e  h a s  a l s o  b e e n  w i d e l y  u s e d  d u e  t o  i t s  
p o o r  h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y .  O t h e r  h i g h l y  p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  D M S O  o r  
m e t h a n o l  h a v e  b e e n  l e s s  f r e q u e n t l y  e m p l o y e d .  Y e t  i m p r i n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  w i t h  
D M S O  [ 2 0 4 ]  a n d  m e t h a n o l  [ 2 0 7 ]  a s  p o r o g e n .  I t  i s  e v i d e n t  t h e n  t h a t  f o u r  f a c t o r s  a f f e c t  
t h e  u s e  o f  a  p a r t i c u l a r  s o l v e n t  
( i )  S o l u b i l i t y  o f  t e m p l a t e  
( i i )  P o l a r i t y  o f  t h e  s o l v e n t  
( i i i )  
P o r e  f o r m i n g  a b i l i t i e s  o f  t h e  s o l v e n t  
( i v )  
E f f e c t  o f  t h e  s o l v e n t  o n  P P C  t e m p l a t e  -  m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  
F u r t h e r m o r e ,  g i v e n  t h e s e  f e a t u r e s ,  a n  e l e m e n t  o f  t r i a l  a n d  e r r o r  w i l l  b e  p r e s e n t  i n  a l l  
MLP d e v e l o p m e n t  p r o c e d u r e s  u n l e s s  t h e  e x p l i c i t  e f f e c t s  o f  s o l v e n t  a r e  t a k e n  i n t o  
a c c o u n t  ( s e e  c h a p t e r  5 ) .  F u t u r e  w o r k  w i t h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  m e t h o t r e x a t e  i m p r i n t s  w i l l  
c e n t r e  o n  s o l u b i l i t y .  D M F  a n d  T H F  m a y  o f f e r  g r e a t e r  p o s s i b i l i t i e s  t h a n  D M S O  i n  
t e r m s  o f  b o t h  d i s s o l u t i o n  a n d  a u g m e n t a t i o n  o f  P P C  i n t e r a c t i o n s .  M o r e o v e r ,  n e i t h e r  o f  
t h e s e  s o l v e n t s  p a r t i c i p a t e s  t o  a  l a r g e  e x t e n t  i n  h y d r o g e n  b o n d i n g  a s  d o n o r s  o r  
a c c e p t o r s .  I n  b o t h  t h e s e  r e s p e c t s  t h e y  s h o u l d  b e  m o r e  a m e n a b l e  t o  a l l o w i n g  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  m e t h o t r e x a t e  m o l e c u l e  a n d  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r ( s ) .  T h i s  
c h a p t e r  d o e s  d e m o n s t r a t e  l o w  n o n - s p e c i f i c  r e b i n d i n g  w h e n  u s i n g  D M S O  a s  s o l v e n t .  
F u r t h e r m o r e  d i r e c t  i m p r i n t i n g  o f  m e t h o t r e x a t e  w a s  s h o w n  t o  b e  p o s s i b l e  a l o n g  w i t h  
t h e  s u b s t r u c t u r e  a p p r o a c h  w i t h  " o f f  t h e  s h e l f '  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s .  
C h a p t e r  4  
S e l e c t i v i t y  i n  a q u e o u s  m e d i a :  T h e  r a t i o n a l  d e s i g n  o f  a  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d p o l y m e r  f o r  i b u p r o f e e n  
4 . 1  I n t r o d u c t i o n  
R e c e n t l y ,  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s y n t h e t i c  r e c e p t o r s ,  c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  a n a l y t e s  
u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  h a v e  a c h i e v e d  s i g n i f i c a n t  a t t e n t i o n  [ 2 0 8 - 2 1 0 1 .  T h i s  a s p e c t  
o f  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  i s  p a r t i c u l a r l y  r e l e v a n t  t o  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  
e x t r a c t i o n  ( M I S P E )  t e c h n i q u e s  a s  a p p l i e d  t o  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  [ 2  1  1 , 2  1 2 1 ,  
s a m p l e s  c o n t a i n i n g  b i o m o l e c u l e s  [ 2  1 3 1  a n d  p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n s  [ 2  1 4 1 .  A  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  f o r  d e t e r m i n a t i o n  
o f  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a m m a t o r y  d r u g s  i n  r i v e r  w a t e r  f o r  w h i c h  i b u p r o f e n  a n d  
n a p r o x e n  w e r e  u s e d  a s  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  1 2 1 5 1 .  T h e  m e c h a n i s m  o f  t e m p l a t e  
r e c o g n i t i o n  b y  t h e  M I P  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  e s s e n t i a l l y  
d e p e n d e n t  o n  f a c t o r s  t h a t  a f f e c t  t h e  p o l y m e r  f o r m a t i o n  a n d  a r r a n g e m e n t  [ 2  1  6 ) .  
A s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  1 ,  t h r e e  i m p o r t a n t  f a c t o r s  t h a t  a f f e c t  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  a r e :  t h e  t y p e  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  e m p l o y e d  f o r  
c o m p l e x a t i o n  w i t h  t h e  t e m p l a t e ;  t h e  r e l a t i v e  r a t i o  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  t o  t e m p l a t e  
t h a t  w i l l  d e t e r m i n e  t h e  d e g r e e  o f  c o m p l e x a t i o n  o f  t h e  t e m p l a t e  a n d  t h e  s o l v e n t  ( o r  
p o r o g e n ) .  T h e  l a t t e r  w i l l  r e g u l a t e  i m p o r t a n t  f e a t u r e s  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
c o m p l e x  s u c h  a s  h y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  p o r e s  o f  d i f f e r i n g  
s i z e s  a n d  v o l u m e s .  T h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  p o r o g e n  a r e  t o  d i s s o l v e  a l l  o f  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  p o l y m e r  a n d  t o  a l l o w  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  t e m p l a t e - f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  M o r e o v e r ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s o l v e n t  e m p l o y e d  
f o r  t h e  r e b i n d i n g  s t e p  w i l l  i n f l u e n c e  e v e n t s  s u c h  a s  t h e  r e l a t i v e  s w e l l i n g  o f  t h e  
p o l y r n e r ( s ) .  
A n  i m p o r t a n t  a s p e c t  r e l a t e d  t o  t h e  p o l y m e r  s w e l l i n g  w h i c h  h a s  a c h i e v e d  r e l a t i v e l y  
l i t t l e  a t t e n t i o n  t o  d a t e ,  i s  t h e  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  M I ? .  T h e  a c t u a l  p a r t i c l e  
s i z e s  o f  t h e  p o l y m e r  i t s e l f  a r e  n o t  u n i f o r m .  T h i s  i s  r e l a t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  i n  
t r a d i t i o n a l  b u l k  p o l y m e r i s a t i o n ,  f o l l o w i n g  c r u s h i n g  a n d  g r i n d i n g  t h e  p o l y m e r  i s  
s i e v e d  t o  p a r t i c l e  s i z e s  w i t h i n  t h e  r a n g e  2 5  a n d  7 5  p m .  N u m e r o u s  r e p o r t s  h a v e  d e a l t  
w i t h  a l t e r n a t i v e  M I P  f o r m a t s  s u c h  a s  s o l - g e l  M I P S  [ 2 1 7 ] ,  o r  s u s p e n s i o n  
p o l y m e r i s a t i o n  [ 2  1  8 1 .  H o w e v e r ,  w h e n  b u l k  p o l y m e r i s a t i o n  i s  t h e  m e t h o d  u s e d  t h e  
M I P  p a r t i c l e s  w i l l  b e  s u b j e c t  t o  i n c r e a s e s  i n  s i z e  ( d i a m e t e r )  d e p e n d i n g  o n  t h e  t y p e  o f  
s o l v e n t  u s e d  i n  r e b i n d i n g .  S t u d i e s  i n v e s t i g a t i n g  s w e l l i n g  [ 2 1 9 , 2 2 0 ]  h a v e  r e c o g n i s e d  
t h e  f a c t  t h a t  s w e l l i n g  o f  t h e  p o l y m e r  p a r t i c l e s  w i l l  c a u s e  c h a n g e s  i n  t h e  b i n d i n g  s i t e  
c a v i t i e s .  T h e  l a t t e r  l e a d s  t o  a  l o s s  o f  r e c o g n i t i o n  n o t  b y  w e a k e n i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  t h e  i n d i v i d u a l  f u n c t i o n a l i t i e s  b u t  r a t h e r ,  b y  c h a n g i n g  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  
f u n c t i o n a l  g r o u p s ,  i . e .  s w e l l i n g  w i l l  a l t e r  t h e  p r o x i m i t y  o f  t h e  i n t e r a c t i n g  g r o u p s .  I t  i s  
p r o b a b l e  t h a t  s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  i s  a t  l e a s t  a s  i m p o r t a n t  a  f a c t o r  i n  a f f e c t i n g  
a n a l y t e  r e b i n d i n g  a s  t h e  f u n c t i o n a l  s i t e s  t h e m s e l v e s .  
I n  o r d e r  t o  s u c c e s s f u l l y  u s e  M I P s  a s  v i a b l e  t o o l s  i n  a n a l y t i c a l  a s s a y s ,  i t  i s  i m p e r a t i v e  
t h a t  M I P S  a r e  c a p a b l e  o f  f u n c t i o n i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  T y p i c a l l y ,  M I P S  
h a v e  p e r f o r m e d  w e l l  w h e n  u s e d  i n  t h e  s a m e  s o l v e n t  i n  w h i c h  p o l y m e r i s a t i o n  w a s  
p e r f o r m e d  i . e .  a  h i g h e r  l e v e l  o f  r e b i n d i n g  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  c o n t r a s t  t o  w h e n  a  
d i f f e r e n t  r e b i n d i n g  s o l v e n t  i s  u s e d .  O f  v i t a l  i m p o r t a n c e  i n  g e n e r a t i n g  a  M I P  
c o m p e t e n t  i n  a n  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t  s u c h  a s  w a t e r  o r  u r i n e  i s  t h e  c h o i c e  o f  p o r o g e n  
[ 2 2  1 , 2 2 2 1 .  M I P s  m a n u f a c t u r e d  u s i n g  p o r o g e n s  t y p i c a l l y  e m p l o y e d  i n  m o l e c u l a r  
i m p r i n t i n g  s u c h  a s  c h l o r o f o r m  [ 2 2 3 ] ,  d i c h l o r o m e t h a n e  [ 2 2 4 ]  o r  t o l u e n e  [ 2 2 5 ]  a r e  
e x p e c t e d  t o  b e  i n c o m p a t i b l e  w i t h  t e m p l a t e - M I P  r e b i n d i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  
T o  p r o d u c e  a  M I P  c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  a  g i v e n  t e m p l a t e  i n  a n  a q u e o u s  
e n v i r o n m e n t  a  r e l a t i v e l y  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t  m a y  b e  p r e f e r r e d  [ 2 2 6 ] .  F u r t h e r m o r e ,  
i n  o r d e r  t o  s t r e n g t h e n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  c e r t a i n  s o l v e n t s  w i t h  a  h i g h  
c a p a c i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  e i t h e r  t h e  t e m p l a t e  o r  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  
s h o u l d  n o t  b e  e m p l o y e d  [ 2 2 7 ] .  T y p i c a l  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  i n c l u d e  a c e t o n i t r i l e ,  
D M S 0 , d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D M F ) ,  A C N  a n d  T H F .  D M S O  m a y  n o t  b e  p a r t i c u l a r l y  
s u i t a b l e  a s  a  p o r o g e n  ( c h a p t e r  3 )  a s  i t  h a s  a  h i g h  p r o p e n s i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  
w i t h  b o t h  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  D M F  w a s  e m p l o y e d  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  
o f  a  M I P  c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  o c h r a t o x i n  A  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  [ 2 2 8 ] .  I n  t h e  
s t u d y ,  t h e  s o l v e n t  w a s  c h o s e n  d u e  t o  i t s  a b i l i t y  t o  d i s s o l v e  a l l  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  
t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  a n d  i t s  e x p e c t e d  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  
F u r t h e r m o r e ,  D M S O  a n d  T H F  h a v e  b e e n  u s e d  a s  p o r o g e n  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  
M I P  f o r  a m p i c i l l i n  [ 2 2 9 ] .  T h e  M I P  p r e p a r e d  i n  D M S O  w a s  s h o w n  t o  b e  c a p a b l e  o f  
e f f i c i e n t  b i n d i n g  o f  a m p i c i l l i n  f r o m  a q u e o u s  b u f f e r s .  
4 . 1 . 1  A i m s  a n d  o b j e c t i v e s  
T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n ,  g e n e r a t i o n  a n d  t e s t i n g  o f  a  m o l e c u l a r l y  
i m p r i n t e d  p o l y m e r  s p e c i f i c  f o r  i b u p r o f e n .  T h e  a i m  i s  t o  p r o d u c e  a  M I P  t h a t  i s  
c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  i b u p r o f e n  i n  a q u e o u s  m e d i a  s u c h  t h a t  t h e  d r u g  m a y  b e  
s e l e c t i v e l y  e x t r a c t e d  f r o m  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  b y  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  
e x t r a c t i o n  ( M I S P E ) .  R e c o v e r i e s  w e r e  t y p i c a l l y  h i g h  ( > g o % )  a n d  g o o d  s e l e c t i v i t y  f o r  
i b u p r o f e n  o v e r  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  a n a l o g u e s  w a s  s e e n .  M o r e o v e r ,  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
r e c o g n i t i o n  b e t w e e n  t h e  M I P  a n d  t e m p l a t e  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  N M R  a n d  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  t o  a n a l y s e  w h e t h e r  o r  n o t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  p r e d i c t  h o w  w e l l  a  g i v e n  MIF' 
w i l l  p e r f o r m  u n d e r  s e t  c o n d i t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  M I P  
h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  i n c l u d i n g  t h e  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o n  e x p o s u r e  o f  t h e  M I P  
t o  d i f f e r e n t  s o l v e n t s .  T h i s  h a s  b e e n  r e l a t e d  t o  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  M I P  t o  r e b i n d  
i b u p r o f e n  u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s .  T h e  d a t a  f r o m  t h e  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  M I P  
h a v e  b e e n  u s e d  t o  f u r t h e r  e n h a n c e  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  M I P  
r e c o g n i t i o n .  
4 . 2  E x p e r i m e n t a l  
4 . 2 . 1  M a t e r i a l s  
A c e t o n i t r i l e ,  m e t h a n o l ,  d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D M F ) ,  w a t e r  ( H P L C  g r a d e ) ,  i b u p r o f e n ,  
m e t h a c r y l i c  a c i d ,  ( M A A ) ,  e t h y l e n e  g l y c o l  d i m e t h a c r y l a t e ,  2 - v i n y l p y r i d i n e ,  s o d i u m  
p h o s p h a t e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  ( D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  A z o i s o b u t y r o n i t r i l e  
w a s  p u r c h a s e d  f r o m  F i s h e r  S c i e n t i f i c  ( U K ) .  D e u t e r a t e d  D M F  w a s  p u r c h a s e d  f r o m  
S i g m a  A l d r i c h .  D e u t e r a t e d  D M S O  a n d  M e O H  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  A p o l l o  
S c i e n t i f i c ,  B r e d b u r y ,  E n g l a n d .  
4 . 2 . 2  I n s t r u m e n t a t i o n  
H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  H e w l e t t -  
P a c k a r d  1 0 5 0  ( H P  1 0 5 0 )  L C  s y s t e m  ( p u m p ,  i n j e c t o r ,  d e t e c t o r )  e m p l o y i n g  
C h e m s t a t i o n  s o f t w a r e .  T h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  w a s  o p e r a t e d  a t  2 2 0  n m  f o r  
I b u p r o f e n  d e t e r m i n a t i o n s .  A  1 0  p1 i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  u s e d .  S e p a r a t i o n s  w e r e  
p e r f o r m e d  o n  a  2 5  c m  x  4 . 6  m r n ,  5  p m  A l l t e c h  B r a v d a  O D s  C 1 8  c o l u m n .  
4 . 2 . 3  H P L C  m e a s u r e m e n t s  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  a  m i x t u r e  o f  a c e t o n i t r i l e  a n d  0 . 0 5  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  ( 8 0 : 2 0  
( v / v )  a n d  t h e  f l o w  w a s  m a i n t a i n e d  a t  1 . 0  m l  m i n - l .  F o r  q u a n t i f i c a t i o n  o f  i b u p r o f e n ,  a  
s t a n d a r d  c u r v e  w a s  c o n s t r u c t e d .  S t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  i b u p r o f e n ,  a t  t h e  f o l l o w i n g  
c o n c e n t r a t i o n s :  1 0 0 ,  5 0 ,  2 5 ,  1 2 . 5 ,  5 ,  1 ,  0 . 5  a n d  0 . 2 5  p g  m l - '  w e r e  m e a s u r e d  f i v e  
c o n s e c u t i v e  t i m e s  a n d  t h e  a v e r a g e  p e a k  a r e a s  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n .  
4 . 2 . 4  S y n t h e s i s  o f  p o l y m e r s  
A  m o l e  r a t i o  o f  1 : 4  t e m p l a t e :  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  u s e d  d u r i n g  t h e  
p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e s s e s .  A  2 0 6 . 2 8  m g  w e i g h t  o f  i b u p r o f e n  w a s  d i s s o l v e d  i n  4  m l  o f  
D M F  i n  a  b o r o s i l i c a t e  t e s t  t u b e .  T o  t h i s  w a s  a d d e d  e i t h e r  4  m r n o l  o f  M A A  
( 3 4 4 . 3 6  m g )  o r  2 V p y  ( 4 2 0 . 5 6  m g )  o r  a l l y l a m i n e  ( 2 2 8 . 4 0  m g ) .  T h e  m i x t u r e  w a s  
s t i r r e d  f o r  5  m i n .  T o  t h i s  2 0  m r n o l  o f  E G D M A  ( 4 1 6 7  p l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  
s t i r r e d  f o r  5  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A  5 0  m g  q u a n t i t y  o f  A I B N  w a s  a d d e d  a n d  t h e  
m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  f o r  a  f u r t h e r  1 0  m i n  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  d i s s o l u t i o n  o f  a l l  
c o m p o n e n t s .  T h e  m i x t u r e  w a s  s o n i c a t e d  f o r  1 0  m i n  a n d  s p a r g e d  w i t h  N 2  f o r  5  r n i n  t o  
d e g a s  i t .  T h e  t u b e s  w e r e  p l u g g e d  u n d e r  v a c u u m  a n d  g r a d u a l l y  h e a t e d  t o  6 0  OC i n  a  
w a t e r  b a t h  f o r  1 6  h .  A  g e l  t y p e  m a t r i x  w a s  o b s e r v e d  a f t e r  2-3 h  b e f o r e  s o l i d i f i c a t i o n  
t o  f o r m  t h e  p o l y m e r  m o n o l i t h i c  m a t r i x .  F o l l o w i n g  p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  t u b e s  w e r e  
s m a s h e d  a n d  t h e  r e s u l t a n t  h a r d  p o l y m e r  w a s  r e m o v e d .  T h e  p o l y m e r  w a s  b r o k e n  u p  
b e f o r e  b e i n g  g r o u n d  w i t h  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e  a n d  f i n a l l y  g r o u n d  b y  h a n d .  T h e  
g r o u n d  p a r t i c l e s  w e r e  s i e v e d  t o  b e t w e e n  7 5  a n d  4 5  p m  i n  s i z e .  
I n  o r d e r  t o  v e r i f j r  t h a t  r e t e n t i o n  o f  t e m p l a t e  w a s  d u e  t o  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  a n d  n o t  
t o  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g ,  a  c o n t r o l  ( n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r )  w a s  p r e p a r e d  f o l l o w i n g  
t h e  s a m e  p r o c e d u r e ,  i n c l u d i n g  w a s h i n g ,  b u t  w i t h  t h e  o m i s s i o n  o f  t h e  t a r g e t  m o l e c u l e ,  
i . e .  i b u p r o f e n .  
T o  r e m o v e  t h e  t e m p l a t e  b o u n d  w i t h i n  t h e  p o l y m e r  m a t r i x ,  t h e  p o l y m e r  w a s  
r e p e a t e d l y  w a s h e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  h o t  m e t h a n o l  a n d  a c e t i c  a c i d  ( 1 0 % )  w i t h  
v i g o r o u s  m i x i n g .  T h e  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  n o  t r a c e  o f  i b u p r o f e n  c o u l d  b e  
d e t e c t e d  i n  t h e  w a s h i n g  s o l u t i o n .  T h e  e x t r a c t e d  p a r t i c l e s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  
m e t h a n o l  a l o n e  n u m e r o u s  t i m e s  t o  r e m o v e  r e s i d u a l  a c e t i c  a c i d  a n d  t h e n  o v e n  d r i e d  a t  
7 0  OC f o r  6  h .  
4 . 2 . 5  N M R  s t u d i e s  
A l l  N M R  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  o n  a  B r u c k e r  4 0 0  M H z  i n s t r u m e n t  a t  2 5  " C .  T h e  
v o l u m e  u s e d  f o r  a n a l y s i s  w a s  7 5 0  p1 a n d  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o t h  i b u p r o f e n  
( t e m p l a t e )  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w e r e  0 . 0 4  M .  T y p i c a l l y ,  t h e  i b u p r o f e n  w a s  
d i s s o l v e d  i n  t h e  d e u t e r a t e d  D M F  a n d  t h e  m o n o m e r  w a s  a d d e d .  F o r  t h e  p u r p o s e  o f  
s p e c t r a l  c l a r i t y ,  2 - v i n y l p y r i d i n e  w a s  r e p l a c e d  w i t h  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e .  D a t a  a n a l y s i s  
w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  M e s t r e c  s o f t w a r e  p r o g r a m .  ( h t t p : / / w w w . i n e s t r e c . c o m ) .  
4 . 2 . 6  M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s t u d i e s  
T h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  H y p e r c h e m  s o f t w a r e  ( H y p e r c u b e  
i n c .  G a i n s v i l l e ,  F l o r i d a ,  U S ) .  T h e  s t r u c t u r e s  o f  i b u p r o f e n  a n d  t h e  h c t i o n a l  
m o n o m e r s  ( m e t h a c r y l i c  a c i d  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e )  w e r e  d r a w n  i n  t h e  H y p e r c h e m  
p r o g r a m  a n d  m i n i m i s e d  t o  t h e  l o w e s t  e n e r g y  c o n f o r m a t i o n  a l l o w e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  
m e c h a n i c s  ( M M + )  m e t h o d  a n d  t h e n  r e f i n e d  u s i n g  t h e  s e m i - e m p i r i c a l  m e c h a n i c  
( P M 3 )  m e t h o d .  T h e  c o n f o r m a t i o n  o f  l o w e s t  e n e r g y  w a s  r e f i n e d  w i t h  a n  a b  i n i t i o  ( 3 -  
2 1  G )  q u a n t u m  m e c h a n i c  b a s i s  s e t .  T o  a n a l y s e  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  f o r  c a l c u l a t i o n  o f  b i n d i n g  e n e r g i e s ,  t h e  A m b e r  
M M  m e t h o d  w a s  u s e d .  T h e  f o r c e - f i e l d  w a s  s e t  u p  w i t h  c o n s t a n t  d i e l e c t r i c ,  v a n  d e r  
W a a l s  a n d  e l e c t r o s t a t i c  s c a l e  f a c t o r s  a t  0 . 5 .  T h e  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  e n e r g i e s  
( b e t w e e n  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E q . 2 . 1  
T h e  m e t h o d  e m p l o y e d  f o r  t h e  m o d e l l i n g  s t u d i e s  w e r e  b a s e d  o n  t h a t  o f  D o n g  e t  a l . ,  
[ 2 0 5 ] .  F o r  c a l c u l a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e s  t h e  A c c e r l y s  D S  V i e w e r  p r o g r a m  
w a s  u s e d .  ( h t t p : / / w w w . a c c e r l y s . c o m )  
4 . 2 . 7  B a t c h  r e b i n d i n g  s t u d i e s  
F o r  b a t c h  r e b i n d i n g  s t u d i e s ,  a  3 0  m g  a l i q u o t  o f  t h e  d r y  p o l y m e r  w a s  p l a c e d  i n  a  1 . 5  m l  
v o l u m e  e p p e n d o r f  t u b e .  A  1  m l  v o l u m e  o f  a  s o l u t i o n  o f  i b u p r o f e n  a t  1 0 ,  2 0  o r  
5 0  p g / m l  w a s  a d d e d .  U p t a k e  w a s  a s s e s s e d  i n  w a t e r  w i t h  i n c r e a s i n g  v o l u m e s  o f  
a c e t o n i t r i l e  u s i n g  a  4  h  i n c u b a t i o n  p e r i o d .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  s a m p l e  w a s  c e n t r i f u g e d  
a t  h i g h  s p e e d  f o r  5  m i n  a n d  t h e  i b u p r o f e n  p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  q u a n t i f i e d .  
T h e  v a l u e  o b t a i n e d  w a s  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  i b u p r o f e n  a d d e d  
a n d  t h i s  w a s  t a k e n  a s  t h e  a m o u n t  o f  i b u p r o f e n  r e b o u n d .  T h i s  w a s  e x p r e s s e d  a s  a  
p e r c e n t a g e .  A l l  u p t a k e  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  F o r  p H  
d e p e n d e n t  s t u d i e s ,  t h e  u p t a k e  s o l u t i o n  w a s  a d j u s t e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  p # H  w i t h  d i l u t r  
H C 1  o r  d i l u t e  N a O H .  
4 . 2 . 8  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
T h e  S P E  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 6 .  B e f o r e  a n a l y t e  l o a d i n g ,  t h e  
p o l y m e r  w a s  c o n d i t i o n e d  w i t h  1  m l  m e t h a n o l ,  1  m l  a c e t o n i t r i l e  a n d  1  m l  w a t e r .  I n  t h e  
l o a d i n g  s t e p ,  2 0  p g l m l  i b u p r o f e n  i n  1 0  m l  1 0 %  a c e t o n i t r i l e  i n  w a t e r  w a s  p a s s e d  
t h r o u g h .  F o r  t h e  w a s h i n g  s t e p ,  1  m l  o f  1 %  t r i e t h y l a m i n e  ( T E A )  i n  a c e t o n i t r i l e  w a s  
u s e d  a n d  i b u p r o f e n  w a s  e l u t e d  w i t h  1  m l  o f  m e t h a n o l .  T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e p e a t e d  
i n  t r i p l i c a t e .  A f t e r  e a c h  e x p e r i m e n t  t h e  c a r t r i d g e  w a s  r e g e n e r a t e d  b y  w a s h i n g  w i t h  
3  m l  o f  w a t e r  a n d  3  m l  o f  m e t h a n o l .  
4 . 2 . 9  S a m p l e  p r e p a r a t i o n  
N u r o f e n T M  l i q u i d  c a p s u l e s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  s t u d y ,  E a c h  c a p s u l e  c o n t a i n e d  2 0 0  m g  o f  
i b u p r o f e n .  T h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  c a p s u l e  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1 0  m l  a c e t o n i t r i l e  a n d  m a d e  
u p  t o  2  1  w i t h  w a t e r  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  p g l m l .  T h i s  w a s  f u r t h e r  
d i l u t e d  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p g / m l .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  S P E  
c a r t r i d g e  p a c k e d  w i t h  a p p r o p r i a t e  p o l y m e r ,  w a s h e d  a n d  e l u t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  
4 . 2 . l O P o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n d  s u r f a c e  a r e a  s t u d i e s  
P o r e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n d  s u r f a c e  a r e a s  o f  t h e  w a s h e d  p o l y m e r s  w e r e  a n a l y s e d  b y  t h e  
B r u n a u e r - E m m e t t - T e l l e r  ( B E T )  m e t h o d  b y  n i t r o g e n  p o r o s i m t e r y .  T h e  a n a l y s i s  w a s  
p e r f o r m e d  o n  a n  A S A P  2 0 1 0  f r o m  R M I T  A p p l i e d  C h e m i s t r y  ( M i c r o m e r i t i c ) .  A  
3 0 0  m g  q u a n t i t y  o f  t h e  d r y  p o l y m e r  w a s  u s e d  f o r  a n a l y s i s .  T h e  s a m p l e  w a s  d e g a s s e d  
f o r  4  h  a t  1 5 0  " C  b e f o r e  a n a l y s i s .  R e l e v a n t  i n f o r m a t i o n  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  m e t h o d  
i n c l u d e d  s u r f a c e  a r e a ,  t o t a l  p o r e  v o l u m e  a n d  a v e r a g e  p o r e  d i a m e t e r  o f  t h e  p o l y m e r .  
4 . 2 . 1 1  P a r t i c l e  s i z e  s t u d i e s  
P a r t i c l e  s i z e  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  a  M a l v e r n  M a s t e r s i z e r  2 0 0 0  i n s t r u m e n t  
e q u i p p e d  w i t h  l i g h t  s c a t t e r i n g  t e c h n o l o g y .  T h e  M I P  ( 1 0 0  m g )  w a s  e x p o s e d  t o  2 0  m l  
o f  t h e  s o l v e n t  ( m e t h a n o l ,  a c e t o n i t r i l e  o r  w a t e r )  f o r  2 4  h  b e f o r e  a n a l y s i s .  T h e  p a r t i c l e  
s i z e  o f  t h e  M I P  w a s  a l s o  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  d r y  m o d e  f o r  c o m p a r i s o n .  
4 . 2 . 1 2  S w e l l i n g  s t u d i e s  
A n a l y s i s  o f  p o l y m e r  s w e l l i n g  w a s  c o n d u c t e d  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  L i u  
e t  a l . ,  [ 1 2 2 ] .  T y p i c a l l y ,  2 0 0  m g  ( t h e  s a m e  m a s s  u s e d  f o r  S P E  s t u d i e s )  w a s  w e i g h e d  
i n t o  a n  e m p t y  S P E  c a r t r i d g e .  A  1  m l  a l i q u o t  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  w a s  a d d e d  a n d  
l e f t  f o r  4  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  E x c e s s  s o l v e n t  w a s  t h e n  r e m o v e d  a n d  w e i g h t s  
r e c o r d e d .  T h e  s w e l l i n g  r a t i o  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n :  
E q n  4 . 1  
w h e r e  Mw i s  t h e  m a s s  o f  t h e  w e t  p o l y m e r  a n d  M d  i s  t h e  m a s s  o f  t h e  d r y  p o l y m e r .  
4 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
4 . 3 . 1  A n a l y s i s  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  
4 . 3 . 1 . 1  
M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  b i n d i n g  e n e r g y  s c o r e s  
T h e  p o l y m e r s  w e r e  p r o d u c e d  u s i n g  t h e  m e t h o d o l o g y  d e s c r i b e d  ( s e c t i o n  4 . 2 . 4 ) .  T h e  
p o r o g e n  c h o s e n  f o r  a n a l y s i s  w a s  d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D M F ) .  T h i s  p o r o g e n  w a s  
c h o s e n  d u e  t o  i t s  a b i l i t y  t o  d i s s o l v e  i b u p r o f e n  ( a n d  a l l  o f  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e ) .  A s  a  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  D M F  w o u l d  
b e  m o r e  c o m p a t i b l e  w i t h  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t s  t h a n  l e s s  p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  
t o l u e n e  o r  d i c h l o r o m e t h a n e .  D M F  i s  c l a s s i f i e d  a s  h a v i n g  a  m e d i u m  s t r e n g t h  a b i l i t y  t o  
f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  [ 1 7 4 ] .  B a s e d  o n  t h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  d a t a  o b t a i n e d  u s i n g  
H y p e r c h e m  ( 4 . 1 ) ,  a l l y l a m i n e  w a s  d e e m e d  t o  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  m o n o m e r  f o r  
c o m p l e x a t i o n  w i t h  i b u p r o f e n  d u e  t o  i t s  r e l a t i v e l y  h i g h  b i n d i n g  e n e r g y  v a l u e  a s  
d e m o n s t r a t e d  i n  t a b l e  4 . 1  
B i n d i n g  s c o r e s  c a l c u l a t e d  f o r  v a r i o u s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  w i t h  i b u p r o f e n  i r e  
v a c u o  b y  t h e  H y p e r c h e m  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  p r o g r a m  
-  
P o l y m e r *  F u n c t i o n a l  m o n o m e r  B i n d i n g  e n e r g y  
@ J  m o l - l )  
I B U  1  A l l y l a m i n e  - 8 7 . 9 4  
A c r y l a m i d e  
1  - V i n y l i m i d a z o l e  
M e t h a c r y l i c  a c i d  
* O n l y  p o l y m e r s  u s i n g  a l l y l a m i n e ,  2 V p y  a n d  M A A  w e r e  p r o d u c e d .  4 V p y ,  a c r y l a m i d e ,  
1  - V i n y l i m i d a z o l e  a n d  H E M A  w e r e  u s e d  i n  t h e  h y p e r c h e m  s t u d y  o n l y .  
G i v e n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c a r b o x y l i c  a c i d  f u n c t i o n a l i t y  o n  t h e  i b u p r o f e n  m o l e c u l e  
( f i g u r e  1 . 2 4 ) ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  i b u p r o f e n  w o u l d  u n d e r g o  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  
a n d  p o t e n t i a l l y  h y d r o g e n  b o n d i n g  o r  i o n  p a i r  f o r m a t i o n  w i t h  t h e  n i t r o g e n  o f  
a l l y l a m i n e  a n d  t h e  H y p e r c h e m  d e r i v e d  o p t i m i s e d  c o m p l e x  s t r u c t u r e  i s  s h o w n  i n  
f i g u r e  4 . 1 .  
F i g u r e  4 . 1 :  T h e  h y p e r c h e m  d e r i v e d  e n e r g y  m i n i m i z e d  s t r u c t u r e  o f  i b u p r o f e n  a n d  
a l l y l a m i n e .  T h e  p r e s e n c e  o f  i n t e r a c t i o n s  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  d a s h e d  l i n e s .  
T h e  d a s h e d  l i n e s  a r e  r e p r e s e n t a t i v e  o f  h y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n .  O n  w a s h i n g  t h e  
a l l y l a m i n e  M I P  ( I B U  I ) ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t e m p l a t e  b l e e d i n g  w a s  o b s e r v e d  
c o n s i s t e n t l y .  T h i s  c o n t i n u e d  d e s p i t e  v i g o r o u s  w a s h i n g  i n  h o t  m e t h a n o l  w i t h  1 0 %  
a c e t i c  a c i d  a n d  a l s o  w a s h i n g  i n  a c e t o n i t r i l e  a n d  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  4 . 2  
F i g u r e  4 . 2  d e m o n s t r a t e s  t h e  p e r s i s t e n t  b l e e d i n g  o f  t e m p l a t e  ( i b u p r o f e n )  o b s e r v e d  f r o m  
M I P  I B U  1  s h o w i n g  ( a )  r e m a i n i n g  i b u p r o f e n  a f t e r  1 0  w a s h e  i n  M e O R  ( 1 9 %  H O A c )  ( b )  
a f t e r  1 5  w a s h e s  a n d  ( e )  f o l l o w i n g  2 0  w a s h e s .  
T h e  t e m p l a t e  b l e e d i n g  m a y  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  v e r y  h i g h  v a l u e  o b t a i n e d  f o r  t h e  
b i n d i n g  e n e r g y  o f  a l l y l a m i n e .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  a  s t r o n g  c o m p l e x  f o r m a t i o n  
b e t w e e n  a l l y l a r n i n e  a n d  i b u p r o f e n  p o s s i b l y  a n  i o n  p a i r .  O t h e r  a u t h o r s  h a v e  
e x p e r i e n c e d  t h i s  p r o b l e m  [ 2 3 0 ] .  W h e n  D M F  w a s  s w i t c h e d  f o r  a c e t o n i t r i l e  a s  t h e  
p o r o g e n ,  i b u p r o f e n  p r e c i p i t a t e d  f r o m  s o l u t i o n  d u r i n g  t h e  n i t r o g e n  s p a r g i n g  p r o c e s s .  
D u e  t o  t h e s e  p h y s i c o - c h e m i c a l  f a c t o r s ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  M I P  u s i n g  a l l y l a m i n e  a s  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  n o t  p u r s u e d .  
T h e  m o n o m e r ( s )  t e s t e d ,  t h a t  d e m o n s t r a t e d  t h e  n e x t  h i g h e s t  b i n d i n g  s c o r e ,  w e r e  b o t h  
2 -  a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e .  B o t h  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  w e r e  e x p e c t e d  t o  d e m o n s t r a t e  
i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  - C O O H  g r o u p  o f  i b u p r o f e n .  F u r t h e r m o r e ,  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  
a t t e s t e d  t o  t h e  s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  b e i n g  a  v i t a l  
a s p e c t  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r .  
M o r e o v e r ,  g i v e n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r o m a t i c  r i n g s  i n  b o t h  t h e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  i s  a n  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  t w o  r i n g s  
o f  t h e  m o l e c u l e s .  H y p e r c h e m  w a s  e m p l o y e d  t o  m o d e l  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  t w o  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  ( 2 - v i n y l p y r i d i n e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d - a n o t h e r  c o m m o n l y  u s e d  
m o n o m e r  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g ) .  M e t h a c r y l i c  a c i d  w a s  s h o w n  t o  h a v e  a  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  b i n d i n g  s c o r e  ( - 1  1  .SO k J I m o l )  t h a n  2 - v i n y l p y r i d i n e  ( - 5 5 . 1 2  k J 1 m o l )  
a n d  t h u s  w a s  n o t  e x p e c t e d  t o  f o r m  a s  s t r o n g  a  c o m p l e x  w i t h  i b u p r o f e n .  T a b l e  4 . 1  
s h o w s  t h a t  a  s t r o n g e r  c o m p l e x  w a s  a t t a i n e d  w h e n  u s i n g  2 - v i n y l p y r i d i n e .  T h i s  r e s u l t  i s  
i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e  o f  H a g i n a k a  e t  a l . ,  [ 2 3 1 ]  a n d  C a r o  e t  a l . ,  [ 2 1 5 ]  w h o  
d e v e l o p e d  a n  i m p r i n t e d  p o l y m e r  f o r  i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  r e s p e c t i v e l y  u s i n g  4 -  
v i n y l p y r i d i n e  a s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f i n d i n g  h i g h  s e l e c t i v i t y .  H a g i n a k a  e t  a l . ,  [ 2 3 1 ]  
s u g g e s t e d  t h a t  h y d r o p h o b i c  a n d  p o s s i b l y  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
i b u p r o f e n  a n d  4 V p y  w e r e  r e s p o n s i b l e  f o r  s e l e c t i v i t y .  I t  w a s  a l s o  f o u n d  t h a t  t h e  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M T P  d e c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A C N  r e l a t i v e  t o  
w a t e r  i n  t h e  r e b i n d i n g  s o l u t i o n .  M o r e o v e r ,  g i v e n  t h e  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  c o m p l e x  
s t r u c t u r e  w i t h  t h e  l o w e s t  e n e r g y  m i n i m u m  ( F i g u r e  4 . 3 )  t h e  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  a r o m a t i c  r i n g s  o f  m o n o m e r  a n d  t e m p l a t e  l o o k e d  p o s s i b l e  f r o m  m o d e l l i n g  
i n v e s t i g a t i o n s .  
F i g u r e  4 . 3 :  T h e  h y p e r c h e m  d e r i v e d  p o s s i b l e  x - r c  s t a c k i n g  c o n f o r m a t i o n s  f o r  i b u p r o f e n  
a n d  v i n y l p y r i d i n e  s h o w i n g  ( a )  t h e  f a c e  t o  f a c e  s t a c k i n g  a n d  ( b )  t h e  e d g e  o n  
c o n f o r m a t i o n .  
4 . 3 . 1 . 2  N M R  s t u d y  
I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  f u r t h e r  t h e  i n f o r m a t i o n  p r o v i d e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  
s t u d i e s ,  ' H  N M R  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  A r o m a t i c  p r o t o n s  o b s e r v e d  u p f i e l d  
d u e  t o  t h e  d e s h i e l d i n g  e f f e c t  o f  t h e  r i n g  c u r r e n t  o n  t h e  a r o m a t i c  r i n g .  T h e  l a t t e r  
c o n t r i b u t e s  s t r o n g l y  t o  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  e x p e r i e n c e d  b y  t h e  p r o t o n s  
l o c a t e d  i n  t h e  p l a n e  o f  t h e  r i n g .  A t  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  r i n g  h o w e v e r ,  t h e  e x t r a  m a g n e t i c  
f i e l d  p r o d u c e d  b y  t h e  s e c o n d  r i n g  o p p o s e s  t h e  a p p l i e d  m a g n e t i c  f i e l d .  
C o n s e q u e n t i a l l y ,  p r o t o n s  t h a t  i n t e r a c t  w i t h  t h i s  f i e l d  w i l l  b e  d e s h i e l d e d  a n d  w i l l  
r e s o n a t e  f u r t h e r  u p f i e l d .  A s  a  r e s u l t  o f  t h i s  p h e n o m e n o n ,  i f  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  o f  
i b u p r o f e n  u n d e r g o  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  ( o r  n - n  d e l o c a l i s a t i o n )  w i t h  t h e  a r o m a t i c  
p r o t o n s  o f  t h e  2 - v i n y l p y r i d i n e  m o n o m e r  t h e n  a n  u p f i e l d  s h i f t  w i l l  b e  e x p e c t e d .  A s  
d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  1 ,  a r o m a t i c  n - n  e l e c t r o n  d e o c a l i s a t i o n  i n t e r a c t i o n s  a r e  
c o m p a r a t i v e l y  w e a k  a n d  a r e  l i k e l y  t o  s e r v e  a l t h o u g h  i m p o r t a n t ,  a s  a n  a d d i t i o n a l  
i n t e r a c t i o n  f o r c e ,  p e r h a p s  i n  t e r m s  o f  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  a  c o m p l e x .  T h i s  o f  c o u r s e ,  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  r e l a t i v e  s t r e n g t h  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  n - e l e c t r o n  r i c h  d o n o r  a n d  
t h e  r e l a t i v e l y  n  e l e c t r o n  d e f i c i e n t  a c c e p t o r .  N e i t h e r  i b u p r o f e n  o r  4 V p y  a r e  d e f i c i e n t  i n  
a r o m a t i c  n  e l e c t r o n s  h e n c e ,  i t  c a n  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  a n y  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e m  
b a s e d  o n  e l e c t r o n  d e l o c a l i s a t i o n  w i l l  b e  a t  b e s t  w e a k  a n d  a t  w o r s t  t h e r e  m a y  e x i s t  a  
n e t  r e p u l s i v e  c h a r g e .  T h e  r e s u l t  o f  t h e  ' H  N M R  s t u d y  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  4 . 4 .  
A n  u p f i e l d  s h i f t  w a s  o b s e r v e d  f o r  a l l  o f  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  o n  a d d i t i o n  o f  d e u t e r a t e d  
p y r i d i n e  t o  a  s o l u t i o n  o f  i b u p r o f e n  i n  d e u t e r a t e d  D M F .  N o  c h a n g e s  i n  s h i f t  w e r e  s e e n  
a t  a  r a t i o  o f  1  : 1  a n d  o n l y  v e r y  s l i g h t  c h a n g e s  a t  1  : 2 .  S i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  c h e m i c a l  
s h i f t s  o f  A 6  0 . 3 2 -  0 . 3 5  p p m  w e r e  o b s e r v e d  f o r  a l l  o f  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  a t  t h e  l : 1 0  
r a t i o .  T h i s  m a y  i n d i c a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  w e a k  1 : l  c o m p l e x .  T h e r e  i s  a l s o  t h e  
p o s s i b i l i t y  t h a t  a t  t h e  l o w e r  r a t i o s  t h e r e  e x i s t  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  n e t  r e p u l s i v e  c h a r g e  
a n d  t h i s  i s  o v e r c o m e  a t  h i g h e r  r a t i o s  o f  i b u p r o f e n :  p y r i d i n e .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  N M R  
d a t a  d o e s  s h o w  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p y r i d i n e  a n d  i b u p r o f e n  i n  D M F .  
F i g u r e  4 . 4 :  N M R  ( i n  d e u t e r a t e d  D M F )  s h o w i n g  t h e  c h e m i c a l  s h i f t  o f  t h e  a r o m a t i c  
p r o t o n s  o f  i b u p r o f e n  o n  f o r m a t i o n  o f  z - l e  s t a c k i n g  c o n f o r m a t i o n  o f  i b u p r o f e n  w i t h  
v i n y l p y r i d i n e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  A b o v e  s h o w s  i b u p r o f e n  a l o n e .  B e l o w  s h o w s  
i b u p r o f e n  w i t h  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  1 : 1 0  r a t i o .  T h e  p e a k  a t  8 . 0 3  i s  d e u t e r a t e d  D M F .  
I n t e r e s t i n g l y ,  t h e  c h a n g e  i n  c h e m i c a l  s h i f t  w a s  n o t  o b s e r v e d  w h e n  d e u t e r a t e d  D M F  
w a s  r e p l a c e d  w i t h  e i t h e r  d e u t e r a t e d  m e t h a n o l  o r  D M S O .  T h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  
i b u p r o f e n  u n d e r g o e s  a  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  l a t t e r  t w o  s o l v e n t s  t h a n  w i t h  t h e  
v i n y l p y r i d i n e ,  i . e .  t h e  i b u p r o f e n  i s  c o m p l e t e l y  s o l v a t e d  i n  t h e s e  s o l v e n t s ,  w h i c h  
p r e c l u d e s  t h e  a c c e s s  o f  v i n y l p y r i d i n e .  
E r z o z  e t  a l . ,  [ 2 2 2 ] ,  h a v e  d e s c r i b e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  M I P S  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  p h e n o l i c  
c o m p o u n d s  b a s e d  o n  n - n  a n d  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  f r o m  a q u e o u s  s o l u t i o n s .  
T h e y  s y n t h e s i s e d  a  n - e l e c t r o n  r i c h  f u n c t i o n a l  m o n o m e r ,  m e t h a c r y l a m i d o a n t i p y r i n e  
( M A A P ) .  T h i s  m o n o m e r  w a s  t h e n  c a p a b l e  o f  b e c o m i n g  a  n - e l e c t r o n  d o n o r  a s  w e l l  a s  
p a r t i c i p a t i n g  i n  H  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s .  I t  w a s  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r  t o  M A A  a s  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r  s e l e c t i v e  r e b i n d i n g  w i t h  t h e  r a t i o n a l e  t h a t  M A A P  c o u l d  
u n d e r g o  b o t h  H  b o n d i n g  a n d  n - n :  i n t e r a c t i o n s  t h u s  s t a b i l i s i n g  t h e  c o m p l e x  a t  t h e  P P C  
s t a g e .  M A A  w a s  o n l y  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  H  b o n d  i n t e r a c t i o n s .  T h e  a u t h o r s  f u r t h e r  
s t a t e  t h a t  t h e  b o u n d  a r o m a t i c  r i n g  g r o u p s  ( p r e s u m a b l y  t h e  f u n c t i o n a l i t y  w i t h i n  t h e  
M I P  b i n d i n g  c a v i t y )  h a d  t h e  a d d i t i o n a l  a b i l i t y  t o  i n t e r a c t  w i t h  h y d r o p h o b i c  
c o m p o u n d s .  T h e  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  o f  i n t e r a c t i o n  o f  M A A P  w i t h  4 - N i t r o p h e n o l  i s  
s h o w n  b e l o w  i n  F i g u r e  4 . 5  
F i g u r e  4 . 5  T h e  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  M A A P  a n d  4 - N P .  
R e p r o d u c e d  f r o m  E r z o z  e t  a l . ,  [ 2 2 2 ]  
T h i s  i s  i m p o r t a n t  i n  t e r m s  o f  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x .  A s  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  
a r e  w e a k  i n  n a t u r e  t h e y  m a y  n o t  s u r v i v e  u n d e r  p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  -  e s p e c i a l l y  
a t  e l e v a t e d  t e m p e r a t u r e s .  H o w e v e r ,  a s  c h a p t e r  2  s h o w s ,  a  c o m p l e x  w i t h  m u l t i p l e  
t e m p l a t e - m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s  w i l l  b e  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  s t a b l e  t h a n  w i t h  s i n g l e  p o i n t  
o r  1 : l  r a t i o  i n t e r a c t i o n s .  H e n c e ,  i t  m u s t  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  i n  t h e  c o r r e c t  e n v i r o n m e n t  
t h e  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  c a n  b e  s t a b i l i s e d  l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a n  i m p o r t a n t  
s e c o n d a r y  i n t e r a c t i o n .  C h e n  e t  a l . ,  [ 2 3 2 ]  h a v e  s t u d i e d  t h e  t h e r m o d y n a m i c  c o n t r i b u t i o n  
o f  n - s t a c k i n g  t o w a r d s  e n t r o p y .  T h e y  i m p r i n t e d  t h e  p e s t i c i d e  2 , 4 -  
d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  ( 2 , 4 - D )  u s i n g  4 V P  a s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e  a u t h o r s  
h a v e  i n t e r p r e t e d  e q u i l i b r i u m  b i n d i n g  s t u d i e s  i n  a q u e o u s  m e d i a  s a y i n g  t h a t  a m o n g  t h e  
i n t e r a c t i o n  f o r c e s ,  e l e c t r o s t a t i c  a t t r a c t i o n  p r o v i d e s  t h e  h i g h e s t  e n e r g y  r e l e a s e  i n  t h e  
o r d e r  o f  t e n s  o f  k J / m o l .  n - s t a c k i n g  b e t w e e n  t h e  a r o m a t i c  r i n g  o f  2 , 4 - D  a n d  t h e  
p y r i d i n e  g r o u p  i n  t h e  p o l y m e r  c a n  c o n t r i b u t e  u p  t o  5 - 1 0  k J / m o l  t o  t h e  s y s t e m  f r e e  
e n e r g y  c h a n g e .  T h e  s t a c k i n g  c o n t r i b u t e s  m o r e  v i a  t h e  s y s t e m  e n t r o p y  t h a n  t h e  
e n t h a l p y .  T h e  c h a n g e  o f  t h e  s y s t e m  e n t r o p y  i s  a l s o  d u e  t o  t h e  d e h y d r a t i o n  a n d  
r e a r r a n g e m e n t  o f  w a t e r  m o l e c u l e s ,  a n d  t o  t h e  s t e r i c  f i t t i n g  o f  2 , 4 - D  m o l e c u l e s  i n t o  t h e  
m i c r o c a v i t i e s  o f  t h e  M I P .  I n  t e r m s  o f  e n t h a l p y ,  t h e  m e a s u r e d  e n t h a l p y  v a l u e s  a r e  
c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  c a l c u l a t e d  d a t a  f o r  t h e  d e h y d r a t i o n  o f  b e n z e n e ,  a n d  f o r  n -  
s t a c k i n g  [ 2 3 2 , 2 3 3 ] .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a u t h o r s  w e n t  o n  t o  d e s c r i b e  t h a t  d i f f e r e n t  
e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  m o l e c u l e s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  r e b i n d i n g  a t  
d i f f e r e n t  p H ' s .  T h e y  r e p r e s e n t e d  t h i s  i n  t a b l e  f o r m  a n d  i t  i s  r e p r o d u c e d  i n  f i g u r e  4 . 6  
z t a a c c : o ~ ]  p i i  3  p H  4  p 3  9  5  
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F i g u r e  4 . 6  T h e  c o n t r i b u t i o n  o f  d i f f e r e n t  f a c t o r s  t o  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  2 , 4 - D  w i t h  t h e  M I P  
a n d  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l .  R e p r o d u c e d  f r o m  C h e n  e t  a t . ,  [ 2 3 2 ]  
J o r g e n s e n  a n d  S e v e r a n c e  [ 2 3 3 ]  h a v e  p e r f o r m e d  m o n t e  c a r l o  C S  o f  p u r e  l i q u i d  
b e n z e n e  i n  d i l u t e  a q u e o u s  s o l u t i o n  a n d  t h e  b e n z e n e  d i r n e r  i n  w a t e r  a n d  c h l o r o f o r m .  
T h i s  s t u d y  f o u n d  t h a t  i n  a l l  c a s e s  a  c o n t a c t  d i m e r  w i t h  a  r i n g  c e n t r e - r i n g  c e n t r e  
i n t e r a t o m i c  d i s t a n c e  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 . 5  A  w a s  e n e r g e t i c a l l y  p r e f e r r e d .  T h e  
s i m u l a t i o n  a l s o  f o u n d  t h a t  f a c e - t o - f a c e  s t r u c t u r e s  w e r e  n e t  r e p u l s i v e ,  h o w e v e r ,  t h e r e  
w e r e  i n d i c a t i o n s  t h a t  s h i f t e d  s t a c k e d  s t r u c t u r e s  b e c o m e  i n c r e a s i n g l y  f a v o u r a b l e  w i t h  
i n c r e a s i n g  a r e n e  s i z e .  
G i v e n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x ,  t h i s  p r o v i d e s  t w o  p o i n t s  o f  
i n t e r a c t i o n .  F i r s t l y ,  t h e r e  i s  t h e  s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  b r o u g h t  a b o u t  b y  t h e  p r o x i m i t y  
o f  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  i n t o  t h e  c r o s s - l i n k e d  
m a t r i x  o f  t h e  r e s u l t a n t  n a n o - c a v i t i e s  o f  t h e  M I P .  S e c o n d l y ,  t h e r e  i s  t h e  c h e m i c a l  
f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e  z - n  s t a c k i n g  e f f e c t  w i t h i n  t h e  c a v i t y .  T h e  s h a p e  o f  t h e  b i n d i n g  
c a v i t y  i s  a s  i m p o r t a n t  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  a s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  h c t i o n a l  g r o u p s  
t h e m s e l v e s .  I t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s h a p e  a n d  s i z e  o f  t h e  c a v i t y  i n  a d d i t i o n  
t o  h y d r o g e n  b o n d i n g  d e t e r m i n e s  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  s e p a r a t i o n  o f  p h e n o l s  f r o m  a n i s o l e  
[ 2 3 4 ] .  A  d e t a i l e d  s t u d y  h a s  b e e n  p e r f o r m e d  b y  K i m  a n d  S p i v a k  [ 2 3 5 ]  o n  t h e  s t r u c t u r e -  
b i n d i n g  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  a - m e t h y l b e n z y l a r n i n e  d e r i v a t i v e s  a n d  h a s  p r o v i d e d  
s u b s t a n t i a t i o n  o f  s h a p e  s e l e c t i v i t y  i n  n o n - c o v a l e n t  M I P s .  S h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  
q u a l i f i e s  t h e  p r e d i c t i o n  o f  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  b a s e d  o n  t h e  
d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s t u d y  [ 2 3 5 ]  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  N M R  h a s  
i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  z - . n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  i n  t h i s  s t u d y ,  w h i c h  m a y  a u g m e n t  
t h e  d o m i n a n t  s h a p e  i n t e r a c t i o n .  
4 . 3 . 2  R e b i n d i n g  s t u d i e s  
F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  w o r k ,  r e b i n d i n g  i s  d e f i n e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  u p t a k e  o f  
i b u p r o f e n  b y  t h e  M I P  w h e n  a  d e f i n e d  c o n c e n t r a t i o n  o f  i b u p r o f e n  i s  a d d e d  t o  a  k n o w n  
w e i g h t  o f  M I P .  T h e  p o r o g e n  u s e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  t h e  M I P s  w a s  D M F .  D u e  t o  
t h e  p o l a r  a p r o t i c  n a t u r e  o f  t h i s  s o l v e n t ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  D M F  w o u l d  b e  m o r e  
c o m p a t i b l e  w i t h  r e b i n d i n g  i n  a n  a q u e o u s  s y s t e m .  I n i t i a l l y ,  t h e  r e b i n d i n g  w a s  
a s s e s s e d  i n  t h e  s o l v e n t  i n  w h i c h  t h e  M I P  w a s  p r e p a r e d ,  i . e .  D M F .  F i g u r e  4 . 7 a  s h o w s  
t h a t  t h e  %  r e b i n d i n g  w a s  h i g h  ( > 8 5 % )  f o r  i b u p r o f e n  i n  D M F  a t  t h e  t h r e e  
c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d ,  1 0 , 2 0  a n d  5 0  y g l m l .  
1 0  p p m  l b u p r o f e n  
2 0  p p m  l b u p r o f e n  
5 0  p p m  l b u p r o f e n  
.  .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  l b u p r o f e n  i n  D i m e t h y l f o r m a m i d e  
%  A c e t o n i t r i l e  i n  r e b i n d i n g  s o l u t i o n  
( b >  
F i g u r e  4 . 7 :  B a r  g r a p h  s h o w i n g  t h e  u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  b y  2 0  m g  o f  p o l y m e r  a t  
d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  i n  1  m l  d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D m )  a l o n e  
I  m c ~ n t m l  p ~ l ~ e r r n ~ ~ p  I  ( a )  a n d  S h o w i n g  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  r a t i o s  o f  
a c e t o n i t r i l e  i n  t h e  r e b i n d i n g  s o l u t i o n  o n  t h e  %  u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  b y  t h e  M I P  I B U  2  
a n d  i t s  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  p o l y m e r  ( b )  - " I '  - c o ' t m '  
1  
T h e  u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  b y  t h e  c o n t r o l  p o l y m e r  w a s  f o u n d  t o  b e  l o w  a n d  b e l o w  1 0 %  
o f  t h a t  f o r  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e m p l a t e  o n  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r .  T h e  
r e b i n d i n g  o f  i b u p r o f e n  t o  t h e  M I P S  w a s  t h e n  a s s e s s e d  i n  a n  a q u e o u s  m a t r i x  w i t h  a n  
i n c r e a s i n g  r a t i o  o f  a c e t o n i t r i l e .  G i v e n  t h e  r e l a t i v e  i n s o l u b i l i t y  o f  i b u p r o f e n  i n  w a t e r ,  
i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  i n c l u d e  a c e t o n i t r i l e  i n  e a c h  r e b i n d i n g  s o l u t i o n .  H e n c e ,  t h e  r a t i o  o f  
t h e  r e b i n d i n g  s o l u t i o n  v a r i e d  f i o m  1 0 0 %  a c e t o n i t r i l e  t o  1 0 : 9 0  a c e t o n i t r i l e :  w a t e r .  
T h e  p e r c e n t a g e  u p t a k e ,  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i s  d e f i n e d  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  i b u p r o f e n  
p r e s e n t  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  o r i g i n a l  a d d e d  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  %  
u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  o n  M I P  I B U  2  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  
p o l y m e r  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  4 . 7  b .  A s  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  r e b i n d i n g  
w a s  f o u n d  t o  b e  h i g h l y  e f f i c i e n t  w h e n  l o w e r  r a t i o s  o f  a c e t o n i t r i l e  w e r e  i n c l u d e d  i n  
t h e  r e b i n d i n g  s o l u t i o n .  A t  a  c o m p o s i t i o n  o f  g r e a t e r  t h a n  3 0 %  a c e t o n i t r i l e ,  a  d r o p  i n  
s p e c i f i c  r e b i n d i n g  o f  a p p r o x i m a t e l y  4 0 %  w a s  o b s e r v e d .  A t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
a c e t o n i t r i l e ,  t h e  p e r c e n t a g e  r e b i n d i n g  w a s  o n l y  a p p r o x i m a t e l y  2 0 % .  T h i s  s t u d y  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  r e b i n d i n g  i s  s o l v e n t  s p e c i f i c  a n d  t h a t  t h e  c o n d i t i o n s  f o r  s e l e c t i v e  
r e b i n d i n g  a r e  p r o m o t e d  b y  t h e  a q u e o u s  r a t h e r  t h a n  t h e  o r g a n i c  s o l v e n t .  R e b i n d i n g  
h a d  a l r e a d y  b e e n  s h o w n  t o  b e  e f f i c i e n t  i n  D M F .  A c e t o n i t r i l e  w a s  c h o s e n  a s  i t  i s  a  
p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t  a n d  a l s o  d u e  t o  i t s  e x p e c t e d  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  t h e  7c-.n 
i n t e r a c t i o n  e n v i r o n m e n t .  A s  c a n  b e  s e e n  t h o u g h ,  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  r e b i n d i n g  
w a s  
o b s e r v e d  o n  a d d i t i o n  o f  a c e t o n i t r i l e  t o  t h e  b i n d i n g  s o l u t i o n  ( s e e  b e l o w  
m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r s ) .  
p H  d e p e n d e n t  r e b i n d i n g  
A s  t h e  %  r e b i n d i n g  w a s  h i g h e r  w h e n  a  g r e a t e r  v o l u m e  o f  w a t e r  w a s  p r e s e n t  t h e  e f f e c t  
o f  p H  o n  r e b i n d i n g  w a s  i n v e s t i g a t e d .  p H  v a l u e s  f r o m  5  t o  8  w e r e  t e s t e d  w i t h  t h e  s a m e  
u p t a k e  s o l u t i o n  r a t i o s  a s  d i s c u s s e d  a b o v e .  T h e  p H  d e p e n d e n t  u p t a k e  i s  p r e s e n t e d  
g r a p h i c a l l y  i n  f i g u r e  4 . 8  
F i g u r e  4 . 8 :  T h e  e f f e c t  o f  p H  o n  t h e  s p e c i f i c  u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  i n  1  m l  u p t a k e  s o l u t i o n  
b y  t h e  M I P  I B U  2  ( 2 0  m g )  
1 2 0  -  
1 0 0  -  
a  
r  8 0  -  
5  
C  
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n  6 0  -  
P  
4 0  -  
s  
2 0  -  
0  
F r o m  t h i s  s t u d y ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  %  r e b i n d i n g  i s  l o w e r  b y  a p p r o x i m a t e l y  2 0 %  a t  
p H  5 ,  w h e r e a s  t h e r e  i s  n o  s i g n i f i c a n t  v a r i a t i o n  b e t w e e n  p H  6  a n d  8 .  T h i s  i l l u s t r a t e s  
t h a t  t h e  n a m e  o f  t h e  r e b i n d i n g  o f  i b u p r o f e n  t o  t h e  M I P  i s  p H  i n d e p e n d e n t  a b o v e  t h e  
p K a  v a l u e .  A t  o n e  p H  u n i t  a b o v e  t h e  p K a  v a l u e ,  > 9 0 %  o f  t h e  m o l e c u l e  w i l l  b e  
d e p r o t o n a t e d  ( n e g a t i v e l y  c h a r g e d ) .  A s  t h e  p H  n e a r s  t h e  p K a  v a l u e  t h e  a m o u n t  o f  
m o l e c u l e s  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  i n c r e a s e s  ( i t  w i l l  b e  5 0 %  a t  t h e  p K a  v a l u e ) .  
T h i s  m a y  i n d i c a t e  a  c o n t r i b u t i o n  t o w a r d s  c o m p l e x  f o r m a t i o n  f r o m  h y d r o g e n  b o n d i n g  
o r  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  a t  a  l o w e r  p H .  A s  a n  a c i d - b a s e  e q u i l i b r i u m  o r  h y d r o g e n  
. -  L  
I  t  I  I  I  1  
0  2  0  4 0  6 0  $ 0  1 0 0  1 2 0  
%  A C N  i n  r e b i n d i n g  s o l u t i o n  
b o n d  i n t e r a c t i o n  i s  s u b j e c t  t o  c h a n g e s  i n  p H  h o w e v e r ,  i t  c a n  b e  a r g u e d  t h a t  
c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P  f r o m  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  i s  m i n i m a l  o r  a t  b e s t  
a u g m e n t s  t h e  s h a p e  s e l e c t i v i t y  a n d  7 c - n :  s t a c k i n g  e f f e c t .  F u r t h e r m o r e  n o  e v i d e n c e  f o r  
h y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  w a s  o b s e r v e d  b y  N M R  
s t u d i e s  i n  D M F .  
4 . 3 . 3  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  
T u r n e r  e t  a l . ,  [ 2 2 8 ] ,  e m p l o y e d  D M F  a s  a  p o r o g e n  f o r  t h e  i m p r i n t i n g  o f  o c h r a t o x i n  A .  
T h e y  e x p e c t e d  t h a t  t h e  u s e  o f  D M F  a s  p o r o g e n  w o u l d  b e  c o m p a t i b l e  w i t h  s u b s e q u e n t  
r e b i n d i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  T h e  N M R  d a t a  a b o v e  s h o w s  t h a t  t h e r e  i s  a  n - n  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  p y r i d i n e  i n  D M F .  H o w e v e r ,  a s  d i s c u s s e d  t h i s  t y p e  
o f  i n t e r a c t i o n  i s  c o m p a r a t i v e l y  w e a k  a n d  a t  b e s t  a u g m e n t s  t h e  r e b i n d i n g  d u e  t o  
g e o m e t r i c  f i t .  F u r t h e r m o r e ,  i t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  r e b i n d i n g  
i s  d r i v e n  b y  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  t h e  b i n d i n g  c a v i t y .  T o  
t e s t  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  M I P s  I B U  2  a n d  I B U  3  t o  s p e c i f i c a l l y  e x t r a c t  i b u p r o f e n  u n d e r  
a q u e o u s  c o n d i t i o n s  S P E  w a s  u s e d .  G i v e n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p r e l i m i n a r y  
r e b i n d i n g  s t u d i e s ,  t h e  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  w a s  d e s i g n e d  a s  f o l l o w s .  T h e  
a n a l y t e  w a s  l o a d e d  i n  1 0 : 9 0  A C N :  w a t e r ,  w a s h e d  w i t h  1 %  T E A  i n  A C N  a n d  e l u t e d  
w i t h  m e t h a n o l .  F i g u r e  4 . 9  s h o w s  t h e  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  f o r  t h e  t w o  M I P s  s t u d i e d ,  
I B U  2  a n d  I B U  3 .  
I B U  2  C O N  2  I B U  3  C O N  3  
F i g u r e  4 . 9 :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  r e c o v e r y  o f  i b u p r o f e n  b y  M I P s  I B U  2  a n d  I B U  3  b y  s o l i d  
p h a s e  e x t r a c t i o n  a l o n g  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l s .  
B o t h  M I P s  w e r e  m a d e  u s i n g  D M F  a s  p o r o g e n  h o w e v e r ,  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w a s  
d i f f e r e n t  i n  e a c h  c a s e .  W h e n  2 - v i n y l p y r i d i n e  w a s  r e p l a c e d  w i t h  m e t h a c r y l i c  a c i d  
s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  s p e c i f i c  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  w a s  o b s e r v e d .  F u r t h e r m o r e  i t  w a s  
a l s o  o b s e r v e d  t h a t  w i t h  t h e  M A A  M I P ,  a  h i g h e r  l e v e l  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  
s e e n .  T h i s  v a l i d a t e s  t h e  i n i t i a l  m o d e l l i n g  s t u d i e s  ( t a b l e  4 . 1  a n d  f i g u r e  4 . 2 )  w h i c h  h a d  
p r e d i c t e d  u s i n g  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  c a l c u l a t i o n s  t h a t  a  M I P  f o r  i b u p r o f e n  p r e p a r e d  
w i t h  v i n y l p y r i d i n e  w o u l d  g i v e  a  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n  t h a n  o n e  p r e p a r e d  w i t h  
m e t h a c r y l i c  a c i d  a s  m o n o m e r .  I n  a d d i t i o n ,  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y ,  t h e  r a t i o n a l e  
s u p p o r t i n g  t h e  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  b i n d i n g  s c o r e  o f  v i n y l p y r i d i n e  o v e r  r n e t h a c r y l i c  
a c i d  i s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  a n d  o r i e n t a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
c o m p l e x .  
S e v e r a l  o t h e r  a p p r o a c h e s  t o  t h e  S P E  s t u d i e s  w e r e  u n d e r t a k e n .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  
l o a d i n g  i n  g r e a t e r  r a t i o s  o f  a c e t o n i t r i l e :  w a t e r  l e d  t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  %  r e c o v e r y  o n  
e l u t i o n .  L o a d i n g  i n  m e t h a n o l  w a s  f o u n d  t o  r e s u l t  i n  n o n - r e t e n t i o n  o f  t h e  i b u p r o f e n .  
T h i s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  h i g h  d e g r e e  o f  s o l u b i l i t y  o f  i b u p r o f e n  i n  m e t h a n o l  l e a d i n g  
t o  a  l a r g e  d e g r e e  o f  e l u t i o n  ( o r  n o n - r e t e n t i o n )  d u r i n g  t h e  l o a d i n g  p h a s e .  
4 . 3 . 4  R e a l  s a m p l e  a n a l y s i s  
T o  i n v e s t i g a t e  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  S P E  m e t h o d  t o  e x t r a c t  i b u p r o f e n  f r o m  a  
p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n ,  a  N u r o f e n T M  l i q u i d  c a p l e t  c o n t a i n i n g  2 0 0  m g  i b u p r o f e n  
( i n  g e l  f o r m )  w a s  u s e d .  T h e  l i q u i d  i b u p r o f e n  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  
a c e t o n i t r i l e  a n d  m a d e  u p  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p g / r n l .  S P E  w a s  c o n d u c t e d  w i t h  
l o a d i n g  i n  1 0 : 9 0  A C N :  w a t e r .  F i g u r e  4 . 1 0  s h o w s  t h e  r e c o v e r y  o f  i b u p r o f e n  f r o m  t h e  
l i q u i d  N u r o f e n T M  c a p s u l e .  
I B U  2  C O N  2  
F i g u r e  4 . 1 0 :  T h e  s p e c i f i c  r e c o v e r y  o f  i b u p r o f e n  f r o m  a  ~ u r o f e n ~ ~  c a p l e t  b y  M I P  I B U  2  
a l o n g s i d e  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  p o l y m e r  
A s  c a n  b e  s e e n  t h e  %  r e c o v e r y  o n  e l u t i o n  w a s  h i g h  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  c o n t r o l .  T h e  
M I P  h a s  t h u s  s h o w n  t o  b i n d  i b u p r o f e n  v e r y  s t r o n g l y .  A  h i g h l y  e f f i c i e n t  c l e a n  u p  
s y s t e m  f o r  e x t r a c t i o n  o f  i b u p r o f e n  f r o m  p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n s  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  u s i n g  M I P  t e c h n o l o g y .  
4 . 3 . 5  S e l e c t i v i t y  i n  M I S P E  
T h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P  f o r  i b u p r o f e n  o v e r  t h e  i b u p r o f e n  a n a l o g u e s  k e t o p r o f e n  a n d  
n a p r o x e n  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n .  T a b l e  4 . 2  s h o w s  t h e  r e c o v e r y  
o n  e l u t i o n  o f  e a c h  o f  t h e  t h r e e  c o m p o u n d s :  
T a b l e  4 . 2  R e c o v e r i e s  o f  i b u p r o f e n  a n d  a n a l o g u e s  o n  M I P S  I B U  2  a n d  I B U  3  a l o n g  
w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l s  ( C O N  2  a n d  C O N  3 )  
C o m p o u n d  I B U  2  C O N  2  I B U  3  C O N  3  
%  R e c o v e r y  %  R e c o v e r y  %  R e c o v e r y  %  R e c o v e r y  
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N a p r o x e n  
K e t o p r o f e n  
T h e  s t r u c t u r e s  o f  b o t h  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  c o n t a i n  t w o  a r o m a t i c  r i n g s .  
H o w e v e r ,  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  ( a s  c a l c u l a t e d  b y  A c c e r l y s )  f o r  k e t o p r o f e n  i s  
s i g n i f i c a n t l y  l a r g e r  t h a n  t h a t  o f  n a p r o x e n  ( k e t o p r o f e n  h a v i n g  a  m o l e c u l a r  v o l u m e  o f  
1 7 8 . 4  A  a n d  n a p r o x e n  b e i n g  1 5  1  A ) .  T h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  o f  i b u p r o f e n  h a s  b e e n  
c a l c u l a t e d  t o  b e  1 4 9 . 8  A .  T h e  s t u d y  b y  H a g i n a k a  e t  a l . ,  [ 2 3 3 ]  f o u n d  a  s i m i l a r  t r e n d  i n  
t e r m s  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g  i n  H P L C  s t u d i e s .  G i v e n  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  b o t h  k e t o p r o f e n  
a n d  n a p r o x e n  f o r m i n g  z - z  i n t e r a c t i o n s  w i t h  v i n y l p y r i d i n e ,  t h e r e  a r e  t h r e e  p o s s i b l e  
e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P  f o r  i b u p r o f e n  o v e r  t h e  a n a l o g u e s .  I n  t h e  
f i r s t  c a s e ,  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i n t o  t h e  c r o s s - l i n k e d  
m a t r i x  l e a d s  t o  c a v i t i e s  w i t h  s t r u c t u r a l  m e m o r y  a s  w e l l  a s  s p e c i f i c  f u n c t i o n a l  g r o u p s .  
S e c o n d l y ,  t h e  n a t u r e  a n d  s t r e n g t h  o f  t h e  7 [ : - 7 [ :  i n t e r a c t i o n ( s )  w i t h  t h e  a n a l o g u e s  w i l l  b e  
d i f f e r e n t .  K e t o p r o f e n  c o n t a i n s  a  c a r b o n y l  g r o u p  i n  b e t w e e n  t h e  t w o  a r o m a t i c  r i n g s .  
T h i s  g r o u p  w i l l  c h a n g e  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  t h e  k e t o p r o f e n  m o l e c u l e  a f f e c t i n g  i t s  
p o t e n t i a l  .n s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t .  A  s i m i l a r  s i t u a t i o n  a p p l i e s  t o  n a p r o x e n .  T w o  
a d j o i n e d  a r o m a t i c  r i n g s  w i l l  h a v e  d i f f e r e n t  7c e l e c t r o n  r e s o n a n c e  t o  a  s i n g l e  r i n g  a n d  
w i l l  l e a d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n .  T h i r d l y ,  a s  E r z o z  e t  a l . ,  [ 2 2 2 ]  
p o i n t e d  o u t ,  a n  a r o m a t i c  f i m c t i o n a l i t y  w i t h i n  t h e  b i n d i n g  c a v i t y  m a y  h a v e  t h e  a b i l i t y  
T a b l e  4 . 3  D a t a  o b t a i n e d  f r o m  n i t r o g e n  p o r o s i m e t r y  a n a l y s i s  f o r  b o t h  M I P s  a n d  
t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  p o l y m e r s  
P o l y m e r  S u r f a c e  a r e a  T o t a l  p o r e  v o l u m e  
A v g  p o r e  d i a m e t e r  
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A  p o i n t  o f  n o t e  f i o m  t a b l e  4 . 3  i s  t h e  l a r g e r  a v e r a g e  p o r e  d i a m e t e r  o f  t h e  M I P  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  p o r e  s i z e  o f  t h e  c o n t r o l .  T h e  I B U  2  h a s  a n  a v e r a g e  p o r e  s i z e  o f  
a l m o s t  t h r e e  t i m e s  t h a t  o f  C O N  2 .  G i v e n  t h a t  t h e  r e l a t i v e  r a t i o  o f  t e m p l a t e :  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  m a y  b e  1 : 2  o r  g r e a t e r ,  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  o f  t h e  c o m p l e x  w i l l  b e  q u i t e  
l a r g e .  P r e l i m i n a r y  s t u d i e s  i n d i c a t e  a  v a l u e  i n  t h e  r e g i o n  o f  5 0 0 - 6 0 0  A  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  T h i s  w i l l  i n v a r i a b l y  l e a d  t o  p o l y m e r s  w i t h  l a r g e r  s i z e d  c a v i t i e s  a l l o w i n g  
e a s i e r  a c c e s s  o f  t e m p l a t e  d u r i n g  r e b i n d i n g .  T h u s ,  t h e  c a v i t i e s  f o r m e d  b y  r e m o v a l  o f  
t h e  t e m p l a t e  m a y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  l a r g e r  p o r e s  o f  t h e  M I P .  
P a r t i c l e  s i z e  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  s o l v e n t s  o n  M I P  
p a r t i c l e s .  T u r n e r  e t  a l . ,  [ 2 2 8 ]  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s w e l l i n g  o f  M I P s  h a s  a  
d e t r i m e n t a l  e f f e c t  o n  t h e i r  p e r f o r m a n c e  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  f i n d i n g  t h a t  a  M I P  w i t h  
a  h i g h e r  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e  p e r f o r m e d  p o o r l y  i n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  r e l a t i v e  t o  a  M I P  
w i t h  a  s m a l l e r  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e .  H e r e  i t  i s  s h o w n  t h a t  e x p o s u r e  o f  t h e  I B U  2  M I P  
t o  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t s  t h e  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  ( t a b l e  4 . 4  l e f t  
c o l u m n ) .  T h e  M I P  ( I B U  2 )  s h o w e d  t h a t  e x p o s u r e  t o  w a t e r  c a u s e d  t h e  l e a s t  i n c r e a s e  i n  
p a r t i c l e  s i z e ,  w h e r e a s  e x p o s u r e  t o  m e t h a n o l  c a u s e d  t h e  g r e a t e s t .  T h e  p a r t i c l e  s i z e  
s t u d y  c o m p a r e s  w e l l  w i t h  t h e  s i m p l e  s w e l l i n g  a n a l y s i s  s t u d y  ( t a b l e  4 . 4 ) .  
t o  i n t e r a c t  b y  n o n - s p e c i f i c  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  w i t h  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s .  
T h e  s o l u b i l i t y  o f  i b u p r o f e n  i n  w a t e r  i s  1 . 7 4 x 1 0 - ~  m o l i L  [ 2 3 6 ] .  N a p r o x e n  i s  
s i g n i f i c a n t l y  l e s s  s o l u b l e  i n  w a t e r  ( 6 . 3 1 ~ 1 0 - ~  m 0 1 i L ) .  H o w e v e r  k e t o p r o f e n  i s  s l i g h t l y  
m o r e  s o l u b l e  t h a n  i b u p r o f e n  ( 5 . 5 8 ~ 1 0 "  m o l / L )  [ 2 3 6 ] .  H e n c e ,  i t  i s  m o s t  l i k e l y  t h a t  
t h e r e  a r e  c o m b i n e d  e f f e c t s  t h a t  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s p e c i f i c  a n d  s e l e c t i v e  u p t a k e  
o f  i b u p r o f e n  f r o m  s o l u t i o n .  T h e s e  e f f e c t s  a r e  p r i m a r i l y ,  s h a p e  c o m p l i m e n t a r i t y ,  
h y d r o p h o b i c  e f f e c t s  a n d  n  e l e c t r o n  i n t e r a c t i o n s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  
m e c h a n i s m  o f  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P  f o r  i b u p r o f e n  o v e r  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  
m a y  b e  d i f f e r e n t  ( i n  t e r m s  o f  n  i n t e r a c t i o n s  a n d  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s )  b u t  i n  
e i t h e r  c a s e  i t  i s  d o m i n a t e d  b y  g e o m e t r i c  e f f e c t s .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  s t r u c t u r a l  m e m o r y  
o f  t h e  M I P  w a r r a n t e d  a  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r  m o r p h o l o g i e s ,  a n d  t h i s  i s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 3 . 6 .  
4 . 3 . 6  M o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
T o  f u r t h e r  p r o b e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s t r u c t u r a l  s e l e c t i v i t y ,  m o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s  w e r e  
c o n d u c t e d  o n  t h e  i b u p r o f e n  M I P s .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e s  
4 . 3  a n d  4 . 4 .  T h e  p o r e  s t r u c t u r e  a n d  s u r f a c e  a r e a  w e r e  s t u d i e d  u s i n g  t h e  n i t r o g e n  
p o r o s i m e t r y  a d s o r p t i o n  m e t h o d  ( t a b l e  4 . 3 )  a n d  t h e  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  w a s  
s t u d i e d  u s i n g  M a l v e r n  i n s t r u m e n t s  l i g h t  s c a t t e r i n g  t e c h n o l o g y  ( t a b l e  4 . 4 ) .  A s  r e p o r t e d  
[ 2 0 1 ] ,  M I P s  t e n d  t o  h a v e  h i g h e r  s u r f a c e  a r e a s  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l s .  A  
r e s u l t  o f  t h i s  p h e n o m e n o n  i s  t h a t  t h e  M I P  w i l l  h a v e  m o r e  b i n d i n g  s i t e s  t h a t  a r e  b e t t e r  
d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  c a v i t y .  A  g r e a t e r  t o t a l  p o r e  v o l u m e  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  M I P  
h a v i n g  a  s u p e r i o r  s a m p l e  l o a d  c a p a c i t y .  A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t a b l e  4 . 3 ,  t h e  M I P  I B U  2  
e x p r e s s e s  o v e r  4  t i m e s  t h e  t o t a l  p o r e  v o l u m e  o f  i t s  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  p o l y m e r  
( C O N  2 ) .  
T a b l e  4 . 4  D a t a  o b t a i n e d  f r o m  p a r t i c l e  s i z e  a n d  s w e l l i n g  s t u d i e s  
- .  
S o l v e n t  o f  -  ~ x ~ e r n ) ~  
S w e l l i n g  ~ a t i o l  
W a t e r  6 3 . 2 6 0  * 2 . 4  1 . 3 2 5  
A c e t o n i t r i l e  
M e t h a n o l  
D i m e t h y l f o r m a m i d e  
' d e f i n e d  a s  t h e  s i z e  ( i n  p m )  b e l o w  w h i c h  5 0 %  o f  t h e  p a r t i c l e s  ( s a m p l e )  l i e  
d e f i n e d  a s  ( M w - M d ) / M d ,  w h e r e ,  M w  i s  t h e  m a s s  o f  t h e  w e t  p o l y m e r  a n d  M d  i s  t h e  
m a s s  o f  t h e  d r y  p o l y m e r  
" P a r t i c l e  s i z e  d a t a  n o t  a v a i l a b l e  
F r o m  t h i s  s t u d y  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  e x p o s u r e  t o  w a t e r  c a u s e s  t h e  s m a l l e s t  i n c r e a s e  i n  
w e i g h t  r a t i o  w h e r e a s  e x p o s u r e  t o  a c e t o n i t r i l e  a n d  m e t h a n o l  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e  t h e  
s w e l l i n g .  R e f e r r i n g  t o  f i g u r e  4 . 5 ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  r e b i n d i n g  w a s  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  
i n  w a t e r  ( w i t h  1 0 %  a c e t o n i t r i l e )  t h a n  i n  a c e t o n i t r i l e  a l o n e .  I n  a d d i t i o n ,  e x p o s u r e  o f  t h e  
M I P  t o  D M F  c a u s e s  o n l y  m a r g i n a l l y  m o r e  s w e l l i n g  t h a n  e x p o s u r e  t o  w a t e r .  I n  g e n e r a l  
M I P S  p e r f o r m  b e t t e r  i n  t h e  s o l v e n t  i n  w h i c h  t h e y  a r e  p r e p a r e d .  T h e  r e s u l t s  s u g g e s t  
t h a t  s w e l l i n g  i n  w a t e r :  A C N  ( 9 0 : l O )  m a y  b e  c l o s e r  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  D M F  u n d e r  t h e  
c o n d i t i o n s  i n  w h i c h  t h e  M I P  w a s  p r e p a r e d .  T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  d e s i g n  a  M I P  
f o r  i b u p r o f e n  c a p a b l e  o f  r e b i n d i n g  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  a n d  t o  r a t i o n a l l y  e x p l a i n  
t h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  n a t u r e  o f  t h i s .  T h i s  s t u d y  r e i t e r a t e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  a n  
a q u e o u s  e n v i r o n m e n t  f o r  r e b i n d i n g  o f  i b u p r o f e n .  I n  t h i s  e n v i r o n m e n t  b o t h  
h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  n  e l e c t r o n  i n t e r a c t i o n s  w i l l  b e  p r o n o u n c e d .  
4 . 4  C o n c l u s i o n  
T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  r a t i o n a l l y  d e s i g n  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r  f o r  
i b u p r o f e n  c a p a b l e  o f  b e i n g  u s e d  i n  a n  a q u e o u s  e n v i r o n m e n t .  T h i s  w a s  s u c c e s s f u l l y  
s y n t h e s i s e d .  T h i s  M I P  i s  c a p a b l e  o f  r e c o g n i s i n g  i b u p r o f e n  i n  a q u e o u s  s a m p l e s  w i t h  
a c c e p t a b l e  s e l e c t i v i t y  o v e r  t h e  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  a n a l o g u e s  n a p r o x e n  a n d  
k e t o p r o f e n .  A  n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r  ( N I P  o r  c o n t r o l ) ,  c o n s t r u c t e d  i n  p a r a l l e l  w i t h  
t h e  M I P  d i d  n o t  p o s s e s s  t h i s  r e c o g n i t i o n  a b i l i t y .  A  f u r t h e r  a i m  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  
c h e m i c a l  a n d  p h y s i c a l  n a t u r e  o f  t h e  r e c o g n i t i o n .  F o r  t h i s ,  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  
i n t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  N M R  a n d  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  s o f t w a r e  w e r e  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e .  D a t a  a t t a i n e d  b y  t h e s e  m e t h o d s  w e r e  
u s e d  t o  c o n s t r u c t  t h e  M I P S  i n  a  r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h .  A  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e  i s  u n d e r s t o o d  t o  b e  a  n - n  
s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  b e t w e e n  t h e  a r o m a t i c  r i n g s  o f  m o n o m e r  a n d  t e m p l a t e .  I n  D M F  
o r  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  t h i s  i n t e r a c t i o n  m a y  b e  m o r e  i m p o r t a n t  t h a t  a  H  b o n d e d  
o r  i o n  p a i r  i n t e r a c t i o n  
T h e  r a t i o n a l e  f o r  t h e  a b i l i t y  o f  t h i s  M I P  t o  w o r k  e f f e c t i v e l y  i n  a n  a q u e o u s  
e n v i r o n m e n t  l i e s  w i t h  t h e  p o l a r  a p r o t i c  n a t u r e  o f  t h e  p o r o g e n  D M F .  S i n c e  t h e  
s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  i s  e l e c t r o s t a t i c  i n  n a t u r e  i t  w o u l d  b e  a s  s t r o n g  i n  a  n o n p o l a r  
s o l v e n t  ( e . g .  c h l o r o f o r m )  o r  i n  a  m o r e  p o l a r  s o l v e n t  ( e . g .  M e O H ) .  A  d e t a i l e d  
m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n  s t u d y  o f  t h e  n a t u r e  o f  n - n  s t a c k i n g  c o m p l e x e s  i n  
e x p l i c i t  s o l v e n t  i s  p e r f o r m e d  i n  c h a p t e r  5 .  I t  i s  o f  c o u r s e  e n t i r e l y  p l a u s i b l e  t h a t  a  
s u c c e s s f u l  M I P  a g a i n s t  i b u p r o f e n  c o u l d  b e  g e n e r a t e d  i n  e i t h e r  n o n - p o l a r  o r  p o l a r  
s o l v e n t s .  H o w e v e r  t h e  h n d a m e n t a l  n a t u r e  o f  t h e  P P C  w i l l  b e  d i f f e r e n t  u n d e r  t h e s e  
c o n d i t i o n s  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e  m a y  o r  m a y  n o t  b e  t h e  m o s t  s u i t a b l e  m o n o m e r  f o r  
t h a t  p a r t i c u l a r  p o r o g e n .  
F o l l o w i n g  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  M I P ,  t h e  p e r c e n t a g e  r e b i n d i n g  w a s  e v a l u a t e d  a n d  
s e l e c t i v i t y  a s s e s s e d  b y  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n .  T h e  M I P ,  I B U  2 - m a d e  u s i n g  2 -  
v i n y l p y r i d i n e  a s  a  m o n o m e r - s h o w e d  h i g h  s e l e c t i v i t y  f o r  i b u p r o f e n  o v e r  s t r u c t u r a l l y  
r e l a t e d  a n a l o g u e s .  I t  w a s  f u r t h e r m o r e  c a p a b l e  o f  q u a n t i t a t i v e l y  e x t r a c t i n g  i b u p r o f e n  
f r o m  a  p h a r m a c e u t i c a l  p r e p a r a t i o n .  
P h y s i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r  w a s  p e r f o r m e d  b y  a n a l y s i s  o f  t h e  p o r o u s  
e n v i r o n m e n t  a n d  b y  p a r t i c l e  s i z e  a n a l y s i s .  T h e  s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r e  v o l u m e  w e r e  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  f o r  t h e  M I P S  o v e r  t h e  c o n t r o l s  a n d  f o r  I B U  2  i n  c o m p a r i s o n  t o  
I B U  3 .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  b e t t e r  a c c e s s a b i l i t y  o f  f u n c t i o n a l  s i t e s  w i t h i n  t h e  p o r e s .  
T h e  h i g h e r  t o t a l  p o r e  v o l u m e  i s  s u g g e s t i v e  o f  t h e  M I P  h a v i n g  a  h i g h e r  l o a d  c a p a c i t y .  
S w e l l i n g  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  p a r t i c l e  s i z e  s t u d i e s  o n  e x p o s u r e  o f  t h e  M I P  t o  
d i f f e r e n t  s o l v e n t s .  A  h i g h e r  d e g r e e  o f  s w e l l i n g  c o r r e s p o n d e d  t o  p o o r e r  r e b i n d i n g  
r e s u l t s  i n  t h e  s a m e  s o l v e n t s .  T h e  i m p l i c a t i o n  a g a i n  i s  t h a t  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
e n v i r o n m e n t  c a n  a c t  t o  s t a b i l i s e  s e c o n d a r y  ( o r  w e a k )  i n t e r a c t i o n s  b u t  i n t e r a c t i o n s  t h a t  
c a n  e x i s t  i n  a q u e o u s  s y s t e m s  a n d  h e n c e  t h i s  i s  t h e  m e c h a n i s m  o f  r e c o g n i t i o n  i n  t h e  
a q u e o u s  s y s t e m .  
C h a p t e r  5  
O p t i n t i s i n g  s e l e c t i v i t y  i n  M I P S  -  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  
s i m u l a t i o n s  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  u n i f o r m  b e a d s  
5 . 1  I n t r o d u c t i o n  
M o d e l l i n g  o f  a  s y s t e m  r e s e m b l i n g  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  w i t h  s o l v a t e d  
t e m p l a t e ,  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  c r o s s - l i n k e r  i s  a  c o m p l e x  t a s k  t h a t  r e q u i r e s  
e x t e n s i v e  c o m p u t a t i o n a l  r e s o u r c e s .  T h e  A M B E R  s t r a t e g y  a i m s  a t  s i m u l a t i n g  
c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  b e t w e e n  t e m p l a t e  m o l e c u l e s  a n d  s e l e c t e d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  
i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  u s i n g  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  i n  t h e  
n a n o s e c o n d  ( n s )  t i m e f r a m e .  T h e s e  m o d e l s  a r e  b a s e d  o n  a n  a c c u r a t e  p h y s i c a l  
r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  e n v i r o n m e n t  b y  e x p l i c i t l y  i n c l u d i n g  t h e  s o l v e n t  
m o l e c u l e s .  T h i s  a p p r o a c h  f o c u s e s  o n  o b t a i n i n g  a  f u n d a m e n t a l  i n s i g h t  i n t o  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  a n d  b e h a v i o u r  w i t h  t i m e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  s o l v e n t  m o l e c u l e s  o n  
t h e  c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  a n d  t y p e s  o f  o c c u r r i n g  m o l e c u l a r  i n t e r a c t i o n s  a r e  
i n v e s t i g a t e d .  S o  f a r ,  c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h e s  b a s e d  o n  c o m b i n a t o r i a l  l i b r a r i e s  o r  
m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a r e  l i m i t e d  t o  f e w  a p p l i c a t i o n s .  H o w e v e r ,  t h e i r  i m p o r t a n c e  i n  
e l u c i d a t i n g  t h e  m e c h a n i s m s  o f  b i n d i n g  s i t e  f o r m a t i o n  a n d  m o l e c u l a r  r e c o g n i t i o n  o f  
M I P S  i s  u n d o u b t e d .  
R e c e n t l y ,  s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t s  i n  t h e  m o r p h o l o g y  o f  M I P S  h a v e  b e e n  a c h i e v e d  
a n  e x a m p l e  o f  w h i c h  b e i n g  W e n g  e t  a l . ,  [ 2 3 7 ]  a n d  b a s e d  o n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  n a t u r e  
o f  t h e  p o l y m e r ,  M I P  t e c h n o l o g y  i s  b e i n g  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a n d  e v e r  i n c r e a s i n g  a r r a y  
o f  a n a l y t i c a l  m e t h o d o l o g i e s .  T h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s  s o  f a r  h a s  f o c u s e d  o n  
t h e  t w o  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r s  t o  t h e  r e b i n d i n g  o f  t h e  t e m p l a t e  -  t h e  p h y s i c a l  s h a p e  a n d  
d i m e n s i o n s  o f  t h e  p o r e s  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  ' a n d  s t r e n g t h  o f  t h e  f u n c t i o n a l i t i e s  
c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  p o r e s .  T o  e l u c i d a t e  t h e  t r u e  n a t u r e  o f  t h e  P P C  i n  t e r m s  o f  
u n d e r s t a n d i n g  t h e  f a c t o r s  t h a t  d r i v e  t h e  M I P  f i r s t l y  t o  r e b i n d  t o  a  p a r t i c u l a r  t e m p l a t e  
a n d  s e c o n d l y  t o  s e l e c t i v e l y  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  s t r u c t u r a l l y  a n d  
f u n c t i o n a l l y  s i m i l a r  c o m p o u n d s ,  a  m o r e  f u n d a m e n t a l  k n o w l e d g e  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  a n d  i t s  i n t e r a c t i o n  w i t h  i t s  i m m e d i a t e  e n v i r o n m e n t  
i . e .  s o l v e n t  ( o r  p o r o g e n )  i s  r e q u i r e d .  T h i s  c a n  b e  a c h i e v e d  i n  a  n u m b e r  o f  w a y s ,  
n a m e l y  m o l e c u l a r  s p e c t r o s c o p y  a n d  N M R  a s  a l r e a d y  d i s c u s s e d  [ 2 3 , 1 0 3 , 1 0 6 ]  o r  b y  t h e  
e m p l o y m e n t  o f  c o m p u t a t i o n a l  a n a l y s i s  b a s e d  o n  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g .  
M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  i t s e l f  h a s  a c h i e v e d  s i g n i f i c a n t  a t t e n t i o n  t h r o u g h o u t  t h e  h i s t o r y  o f  
t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  a p p r o a c h  t o  M I P S .  O n e  a r e a  a l r e a d y  d e a l t  w i t h  i n  t h i s  t h e s i s  i s  t h e  
a b i l i t y  o f  M I P s  t o  r e c o g n i s e  t a r g e t s  i n  a q u e o u s  m e d i a .  O n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  
c r i t e r i a  a f f e c t i n g  t h i s  a b i l i t y  i s  t h e  c h o i c e  o f  i m p r i n t i n g  s o l v e n t .  T h i s  p o i n t  h r t h e r  
e m p h a s i s e s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  i n c l u d i n g  s o l v e n t  i n  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  M D  
s i m u l a t i o n s .  I n d e e d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s o l v e n t  i n  s u b s e q u e n t  r e c o g n i t i o n  a b i l i t y  o f  
M I P s  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  s e v e r a l  s t u d i e s .  I n  t h e  l i t e r a t u r e ,  b o t h  f u n c t i o n a l  a n d  
m o r p h o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  p o r o g e n s  o n  M I P s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  A  
c o m p a r a t i v e  s t u d y  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  p o r o g e n s  o n  t h e  r e b i n d i n g  a b i l i t y  a n d  
s e l e c t i v i t y  o f  a  M I P  t o w a r d s  n i c o t i n a m i d e  w a s  p e r f o r m e d  [ 1 1 3 ] .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  
s t u d y  f o u n d  t h a t  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  p o r o g e n  n a m e l y  h y d r o g e n  b o n d  c a p a c i t y  a n d  
d i e l e c t r i c  c o n s t a n t  h a d  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  e n e r g i e s  ( A E )  o f  t h e  
t e m p l a t e - m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s .  A p r o t i c  s o l v e n t s  w e r e  p r e d i c t e d  t o  l e a d  t o  M I P s  w i t h  
b e t t e r  a f f ~ n i t y  a n d  s e l e c t i v i t y .  I n  t h i s  s t u d y  a  m o r p h o l o g i c a l  a p p r o a c h  u s i n g  S E M  o n  
i m p r i n t e d  p o l y m e r s  ( a n d  v o l u m e s  o f  p o r o g e n s )  w a s  u n d e r t a k e n  [ 7 9 ] .  I t  w a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  M I P s  g e n e r a t e d  i n  a c e t o n i t r i l e  p r o d u c e d  b e t t e r  d e f i n e d  s p h e r i c a l  
p o l y m e r  m i c r o p a r t i c l e s .  
I m p o r t a n t l y ,  i t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  t h e  M I P s  p r e p a r e d  w i t h  
a c e t o n i t r i l e  s h o w e d  g r e a t e r  s p e c i f i c  %  r e b i n d i n g  t h a n  M I P s  p r e p a r e d  w i t h  t h e  m o r e  
n o n - p o l a r  d i c h l o r o m e t h a n e .  T h i s  i s  f u r t h e r  p r o o f  o f  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  ( e . g .  
a c e t o n i t r i l e ,  D M F )  e n h a n c i n g  s u b s e q u e n t  r e b i n d i n g  i n  r e s u l t a n t  M I P s .  M o l e c u l a r  
d y n a m i c s  ( M D )  s i m u l a t i o n s  u s i n g  A M B E R  h a v e  a l s o  b e e n  e x p l o r e d .  A M B E R  
c o m p r i s e s  n u m e r o u s  p r o g r a m s  f o r  m o d e l l i n g  a n d  M D  s i m u l a t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  
h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n  w a s  c o n f i r m e d  b e t w e e n  2 , 4 - d i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c  a c i d  
a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  i n  c h l o r o f o r m ,  w h i l e  i n  w a t e r  t h e  d o m i n a n t  i n t e r a c t i o n  i n  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  w a s  s h o w n  t o  b e  a  . n - 7 c  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t .  F r o m  t h i s  s t u d y  i t  i s  
a g a i n  e v i d e n t  t h a t  t h e  s o l v e n t  u s e d  h a s  a  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
i n t e r a c t i o n  o f  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  P P C .  
W u  e t  a l . ,  [ 2 3 8 ] ,  h a v e  p e r f o r m e d  c o m p l e x  s i m u l a t i o n s  e m p l o y i n g  s e q u e n t i a l  
m o d e l l i n g  m e t h o d s  -  t h e  P M 3  s e m i - e m p i r i c a l  q u a n t u m  m e t h o d  a n d  t h e  a b  i n i t i o  
m e t h o d  ( H a r t r e e - F o c k  m e t h o d  w i t h  a  6 - 3 1 G  b a s i s  s e t ) .  T h e s e  a p p r o a c h e s ,  a l l o w  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e n e r g y  o f  a  s y s t e m  ( p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x )  b a s e d  o n  
q u a n t u m  m e c h a n i c a l  e x p l a n a t i o n s  o f  m o l e c u l a r  s y s t e m s  w h i c h  a p p r o x i m a t e  t h e  
S c h r o d i n g e r  w a v e  f u n c t i o n .  T h e  H a r t r e e - F o c k  m e t h o d  c r e a t e s  n u m e r o u s  w a v e  
f u n c t i o n s  a n d  w o r k s  o n  t h e  a s s u m p t i o n  t h e  w a v e  f u n c t i o n  o f  m i n i m u m  e n e r g y  w i l l  
a p p r o x i m a t e  t h e  t r u e  w a v e  f u n c t i o n .  A p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  o r b i t a l  t h e o r i e s  ( a l s o  
k n o w n  a s  s e m i - e m p i r i c a l  q u a n t u m  m e t h o d s )  a r e  l e s s  c o m p u t a t i o n a l l y  e x p e n s i v e  y e t  
p r o d u c e  r e s u l t s  o f  c o m p a r a b l e  a c c u r a c y  t o  a b  i n i t i o  q u a n t u m  m e t h o d s .  T h i s  i s  a l l o w e d  
b e c a u s e  o f  t h e  s y s t e m  o f  a p p r o x i m a t i o n s  r a t h e r  t h a n  i n t r i c a t e  d e t a i l e d  c a l c u l a t i o n s  o f  
i n t e g r a l s  -  r e c o g n i s e d  a s  t h e  m o s t  c o m p u t a t i o n a l l y  i n t e n s i v e  a s p e c t  o f  a b  i n i t i o  
m e t h o d s .  F u r t h e r m o r e ,  o n l y  v a l e n c e  e l e c t r o n s  a r e  c o n s i d e r e d  f o r  c a l c u l a t i o n .  
B o t h  a b  i n i t i o  a n d  s e m i - e m p i r i c a l  m e t h o d s  a r e  s u p e r i o r  m e t h o d s  o f  i n c o r p o r a t i n g  
a s p e c t s  o f  a t o m i c  b e h a v i o u r  c o m p a r e d  t o  m e c h a n i c a l  f o r c e  f i e l d s  d e s c r i b i n g  p r o c e s s e s  
a s  b o n d  s t r e t c h i n g ,  r o t a t i o n  a n d  t o r s i o n .  T h e s e  r e l a t i v e l y  s i m p l e  m o d e l s  w i l l  n o t  
d e s c r i b e  i m p o r t a n t  c o m p l e x a t i o n  e v e n t s  s u c h  a s  n - n  s t a c k i n g  o r  h y d r o p h o b i c  
i n t e r a c t i o n s  [ 1 4  1 1 .  T h e  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  a b  i n i t i o  a n d  s e m i - e m p i r i c a l  
a p p r o a c h e s  i s  t h a t  t h e  m o d e l  s y s t e m s  a r e  s t u d i e s  i n  v a c u o .  A s  p o i n t e d  o u t  t h r o u g h o u t  
t h i s  t h e s i s  a n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t h e  p o r o g e n  h a s  a  m a j o r  i m p a c t  o n  b o t h  t h e  f o r m a t i o n  
a n d  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  C o n s i d e r i n g  t h i s  p o i n t ,  t h e  a b o v e  
d i s a d v a n t a g e  i s  q u i t e  c o n s i d e r a b l e .  
T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  p o r o g e n  i s  v i t a l  i n  t h i s  r e g a r d .  I f  t h e  m a t r i x  e f f e c t s  a r e  n o t  
t a k e n  i n t o  a c c o u n t  t h e n  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  P P C  w i t h  t h e  m a t r i x  s u c h  a s  H  
b o n d i n g  a n d  v a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  a r e  n o t  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  m o d e l  l e a d i n g  t o  
a  d i s t o r t e d  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  A s  a  r e s u l t  o f  t h i s ,  e n e r g y  
c a l c u l a t i o n  v a l u e s  c a n  b e  s o m e w h a t  d i f f e r e n t  w h e n  s o l v e n t  e f f e c t s  a r e  c o n s i d e r e d .  
M o l e c u l a r  D y n a m i c s  ( M D )  s i m u l a t i o n s  a r e  n o w  i n c r e a s i n g l y  b e i n g  u s e d  f o r  t h e  
p u r p o s e s  o f  g a i n i n g  a  g r e a t e r  a p p r e c i a t i o n  o f  t h e  i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s  ( i n t e r a c t i o n s )  
i n v o l v e d  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  P P C .  D a t a  p r o d u c e d  f r o m  M D  s i m u l a t i o n s  i n c l u d e  
i n t e r a c t i o n  e n e r g i e s  ( b i n d i n g  s c o r e s ) ,  c l o s e s t  a p p r o a c h  d i s t a n c e s  a n d  a c t i v e  s i t e  g r o u p s  
b e t w e e n  m o l e c u l a r  s y s t e m s  a n d  d i f f e r e n t  l i g a n d s .  
I n  t e r m s  o f  t h e  o v e r a l l  a p p r o a c h  o f  o p t i m i s i n g  M I P  p e r f o r m a n c e  i n  r e b i n d i n g ,  a  
s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  p r o c e d u r e  w a s  a d o p t e d  f o r  g e n e r a t i o n  o f  t h e  M I P s .  
P r o d u c t i o n -  o f  b e a d e d  M I P s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  s u p e r i o r  i n  c o n t r a s t  t o  m o n o l i t h  
M I P s  i n  t e r m s  o f  e a s e  o f  p r e p a r a t i o n ,  t i m e  c o s t s  a n d  c a n  b e  a p p l i e d  t o  s y s t e m s  u s i n g  
c o m m o n l y  u s e d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  a n d  p o r o g e n s .  F u r t h e r m o r e ,  g i v e n  t h a t  
s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  c a n  p r o d u c e  b e a d s  o f  g i v e n  s i z e ,  t h e  t e c h n i q u e  i s  h i g h l y  
a p p l i c a b l e  t o  a p p l i c a t i o n s  s u c h  a s  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  a n d  H P L C  c o l u m n  p a c k i n g .  
I n  t h i s  s t u d y ,  s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  b a s e d  o n  l i q u i d  f l u o r o c a r b o n  a s  t h e  
s u s p e n d i n g  m e d i u m  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d  o f  P e r e z - M o r a l  a n d  M a y e s  [ 2 3 9 ]  h a s  b e e n  
e m p l o y e d .  I t  i s  a  f a s t  a n d  r e l i a b l e  m e t h o d o l o g y  t h a t  s y n t h e s i s e s  p a r t i c l e s  b y  U V  
i r r a d i a t i o n  i n  1 0 - 2 0  m i n  ( f o r  e a s i l y - p o l y m e r i s i n g  m o n o m e r s ) .  T h e  b e a d s  o b t a i n e d  
h a v e  a  d i a m e t e r  t h a t  c a n  v a r y  b e t w e e n  5  a n d  5 0  p m  d e p e n d i n g  o n  t h e  s t i r r i n g  s p e e d  
a n d  t h e  a m o u n t  o f  s u r f a c t a n t .  I t  e m p l o y s  a  p e r f l u o r o c a r b o n  s o l v e n t  ( p e r f l u o r o - ( 1 , 3 -  
d i m e t h y l c y c l o h e x a n e )  ( P M C ) )  i n  t h e  c o n t i n u o u s  p h a s e ,  w h i c h  a l l o w s  t h e  
e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  s a m e  i n t e r a c t i o n s  t h a t  o c c u r  i n  " b u l k "  p o l y m e r s  ( e a c h  p a r t i c l e  
a c t s  l i k e  a  m i n i - b u l k  r e a c t o r ) .  T h e  f l u o r o c a r b o n - s u s p e n d i n g  m e d i u m  c a n  b e  e a s i l y  
r e c y c l e d  b y  d i s t i l l a t i o n .  T h e  t e c h n i q u e  h a s  n o t  b e e n  w i d e l y  a d o p t e d  h o w e v e r  d e s p i t e  
i t s  m a n y  a d v a n t a g e s .  T h i s  i s  p o s s i b l y  d u e  t o  m i s c o n c e p t i o n s  t h a t  i t  i s  c o m p l e x ,  n e e d s  
e x t e n s i v e  r e - o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  p r o c e s s  o r  s t a b i l i s i n g  s u r f a c t a n t  f o r  e a c h  n e w  s y s t e m  
o r  s u s p i c i o n  t h a t  i t  p r o d u c e s  p o l y m e r s  w i t h  u n u s u a l  p r o p e r t i e s  o r  h i g h e r  n o n - s p e c i f i c  
b i n d i n g  t h a n  c o n v e n t i o n a l l y  p r o d u c e d  m a t e r i a l s  a s  r e p o r t e d  b y  A n s e l l  a n d  M o s b a c h  
P 3 1 .  
5 . 1 . 1  A i m s  a n d  o b j e c t i v e s  
W i t h  t h e  a b o v e  s t u d i e s  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n ,  t h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  f u l l y  
i n v e s t i g a t e  b y  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  
s t a b i l i t y  o f  a  P P C  f o r  n a p r o x e n  a n d  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  -  4 - v i n y l p y r i d i n e .  T h r e e  
s o l v e n t s  o f  d i f f e r i n g  p r o p e r t i e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  t h e  m o d e l l i n g  s t u d i e s ;  D M F ,  
c h l o r o f o r m  a n d  m e t h a n o l .  T h e s e  t h r e e  s o l v e n t s  a l o n g  w i t h  t h e  m o n o m e r  m e n t i o n e d  
a r e  c o m m o n l y  u s e d  i n  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g .  I m p o r t a n t l y ,  i t  w a s  a n  o b j e c t i v e  o f  t h i s  
w o r k  t h a t  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  i s  v e r i f i e d  b y  N M R  s p e c t r o s c o p i c  
s t u d i e s .  F u r t h e r m o r e ,  b a s e d  o n  t h e  M D  s i m u l a t i o n  d a t a ,  c o r r e s p o n d i n g  M I P S  ( u s i n g  
s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  b a s e d  o n  l i q u i d  f l u o r o c a r b o n  a s  t h e  s u s p e n d i n g  m e d i u m )  
h a v e  b e e n  p r o d u c e d  a n d  t h e i r  r e b i n d i n g  t o  n a p r o x e n  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  t h o r o u g h l y  
b y  u p t a k e  a n d  d i s p l a c e m e n t  s t u d i e s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  f i n a l  o b j e c t i v e  w a s  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  o p t i m u m  M I P  f o r  n a p r o x e n  o v e r  t h e  c l o s e l y  r e l a t e d  
s t r u c t u r a l  ( a n d  f u n c t i o n a l )  a n a l o g u e s  k e t o p r o f e n  a n d  i b u p r o f e n .  
5 . 2  E x p e r i m e n t a l  
5 . 2 . 1  M a t e r i a l s  
N a p r o x e n ,  i b u p r o f e n ,  k e t o p r o f e n ,  d e u t e r a t e d  D M F  a n d  p h o s p h o r i c  a c i d  w e r e  
p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  ( D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  M e t h a c r y l i c  a c i d ,  4 - v i n y l p y r i d i n e ,  
2 , 2 ' - d i m e t h o x y - 2 - p h e n y l a c e t o p h e n o n e  ( D M A P )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a - A l d r i c h  
( P o o l e ,  U . K . ) .  E D M A  w a s  w a s h e d  w i t h  1 M  N a O H  a n d  d r i e d  w i t h  a n h y d r o u s  M g S 0 4  
a n d  s t o r e d  o v e r  m o l e c u l a r  s i e v e .  4 - V P  w a s  v a c u u m  d i s t i l l e d  a n d  s t o r e d  i n  f r e e z e r .  
D e u t e r a t e d  m e t h a n o l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  A p o l l o  S c i e n t i f i c ,  B r e d b u r y ,  U . K .  A l l  o t h e r  
s o l v e n t s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  L a b s c a n ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  P e r f l u o r o - ( 1 , 3 -  
d i m e t h y l c y c l o h e x a n e )  ( P F D M C )  w a s  o b t a i n e d  f r o m  F l u o r o c h e m  ( O l d  G l o s s o p ,  U . K . )  
5 . 2 . 2  N M R  s t u d i e s  
A l l  ' H  N M R  s p e c t r a  w e r e  r e c o r d e d  o n  a  B r u c k e r  4 0 0  M H z  i n s t r u m e n t  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e .  T h e  v o l u m e  o f  e a c h  s a m p l e  t u b e  w a s  k e p t  c o n s t a n t  a t  7 5 0  p l  a n d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p r o x e n  a n d  p y r i d i n e  w a s  0 . 0 4  M .  T y p i c a l l y ,  n a p r o x e n  w a s  
d i s s o l v e d  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  d e u t e r a t e d  s o l v e n t  a n d  t h e  m o n o m e r  w a s  t h e n  a d d e d  a t  
n a p r o x e n :  m o n o m e r  r a t i o s  1  :  1 ,  1  : 2 ,  1  : 4 ,  1  :  1 0 .  F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  s p e c t r a l  c l a r i t y ,  4 V P  
w a s  r e p l a c e d  w i t h  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e .  A l l  d a t a  p r o c e s s i n g  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  
M E S T R E C  ' H  N M R  s o f t w a r e  p r o g r a m  ( w w w . m e s t r e c . c o m ) .  A l l  p e a k s  w e r e  
r e f e r e n c e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  d e u t e r a t e d  s o l v e n t  p e a k .  
5 . 2 . 3  P r e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
S u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e  w a s  c a r r i e d  o u t .  P F D M C  ( 2 5  
m L )  w a s  s a t u r a t e d  w i t h  t h e  p o r o g e n i c  s o l v e n t .  T y p i c a l l y ,  1 - 3  d r o p s  o f  s o l v e n t  w e r e  
a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  s h a k e n .  S a t u r a t i o n  w a s  a c h i e v e d  w h e n  a  f e w  v e r y  s m a l l  
d r o p l e t s  w e r e  s e e n  f l o a t i n g  o n  t o p  o f  t h e  P F D M C .  A  1 0 0  m g  q u a n t i t y  o f  s u r f a c t a n t  
w a s  t h e n  d i s p e r s e d  i n  t h e  f l u o r o c a r b o n  b y  s h a k i n g  a n d  t h e n  s t i r r i n g .  T h e  i m p r i n t i n g  
m i x t u r e  i n  3 . 1 8  r n L  o f  p o r o g e n  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  s t i r r e d .  A  1 : 4 : 2 0  r a t i o  o f  
n a p r o x e n :  4 V P :  E G D M A  w i t h  1 %  m o l  o f  i n i t i a t o r  ( D M A P ,  U V  i n i t i a t o r )  w a s  u s e d  f o r  
t h e  p r o c e s s .  T h e  a b o v e  m i x t u r e  w a s  p l a c e d  i n t o  a  r e a c t o r  c o m p r i s e d  o f  a  s t r a i g h t  t u b e  
w i t h  a  s i d e  a r m  f o r  A r  p u r g i n g .  T h e  t u b e  w a s  s u r r o u n d e d  b y  a  w a t e r  j a c k e t  f o r  
t e m p e r a t u r e  c o n t r o l .  A n  o v e r h e a d  s t i r r e r  ( I K A  E u r o s t a r  d i g i t a l ,  I K A ,  W e r k e ,  S t a n t e n ,  
G e r m a n y )  e q u i p p e d  w i t h  a  s t a i n l e s s  s t e e l  p a d d l e  w a s  u s e d  f o r  a g i t a t i o n .  W a t e r  a t  6 0 ' ~  
w a s  r e c i r c u l a t e d  t h r o u g h  t h e  w a t e r  j a c k e t .  T h e  t w o  p h a s e s  w e r e  m i x e d  b y  s t i r r i n g  a t  
2 0 0 0  r p m  f o r  5  m i n u t e s .  T h e n  A r g o n  w a s  p u r g e d  t h r o u g h  t h e  m i x t u r e  f o r  5  m i n  t o  
r e m o v e d  d i s s o l v e d  o x y g e n .  T h e  A r  s u p p l y  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  m i x t u r e  s t i r r e d  a t  5 0 0  
r p m  a n d  h e l d  a t  t h i s  s p e e d  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  w h i c h  w a s  
p e r f o r m e d  u s i n g  a  U V  l i g h t  ( B l a c k  r a y  l a m p  f r o m  U l t r a v i o l e t  p r o d u c t s  l t d ) .  T h e  l a m p  
w a s  p l a c e d  v e r y  c l o s e  t o  t h e  a p p a r a t u s  a n d  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  f o r  1 5  
m i n .  F o l l o w i n g  p o l y m e r i s a t i o n ,  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  r e a c t o r  w e r e  e m p t i e d  i n t o  a  
s i n t e r e d  g l a s s  f u n n e l  a n d  f i l t e r e d  f r o m  t h e  e x c e s s  c o n t i n u o u s  p h a s e .  T h e  b e a d s  w e r e  
w a s h e d  s e v e r a l  t i m e s  i n  a c e t o n e  t o  r e m o v e  e x c e s s  s u r f a c t a n t .  
D r i e d  p o l y m e r  p a r t i c l e s  w e r e  i m a g e d  u s i n g  a  l i g h t  m i c r o s c o p e  f o l l o w i n g  
p o l y m e r i s a t i o n  a t  l o x  a n d  4 0 x  t o  v e r i f y  t h a t  t h e  p r o c e d u r e  h a d  b e e n  s u c c e s s f u l .  
5 . 2 . 4  S c a n n i n g  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y  ( S E M )  
F o r  S E M ,  f i n e  p o l y m e r  p a r t i c l e s  w e r e  p l a c e d  ( s p r i n k l e d )  o n t o  a l u m i n i u m  p e g s  a n d  
t h e n  g o l d  c o a t e d .  I m a g i n g  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  H i t a c h i  S 3 0 0 0 N  s c a n n i n g  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p e  ( t u n g s t e n  f i l a m e n t ) .  
5 . 2 . 5  R e b i n d i n g  s t u d i e s  
5 . 2 . 5 . 1  O p t i m i s a t i o n  o f  p o l y m e r  a m o u n t  
I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  w e i g h t  o f  p o l y m e r  f o r  u s e  i n  t h e  r e b i n d i n g  a s s a y ,  a  1 0  
p g / m L  c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p r o x e n  w a s  u s e d .  A  4  m g  q u a n t i t y  o f  M I P  ( o r  c o n t r o l )  w a s  
s u s p e n d e d  i n  t h e  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  ( D M F ,  M e O H  o r  b u f f e r  ( 1 m L ) )  i n  1 . 5  m L  
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  s e r i a l l y  d i l u t e d  ( 2 x )  t o  0 . 0 3 2  r n g  b y  s u s p e n d i n g  t h e  
p o l y m e r  b y  v o r t e x i n g  a n d  r e m o v i n g  0 . 5  m L  f o r  f u r t h e r  d i l u t i o n .  0 . 5  m l  o f  a  2 0  p g / m L  
c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p r o x e n  ( g i v i n g  a  f i n a l  v o l u m e  o f  l m l  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  
p g / m L  p e r  t u b e )  w a s  a d d e d .  T h e  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  b y  s h a k i n g  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  1 6  h .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  t u b e s  w e r e  c e n t r i h g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  1 0  
m i n  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p r o x e n  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  d e t e r m i n e d  b y  H P L C  w i t h  r e f e r e n c e  t o  a  s t a n d a r d  c u r v e .  T h e  %  n a p r o x e n  
a d s o r b e d  o n t o  t h e  p o l y m e r  w a s  d e f i n e d  a s  t o t a l  n a p r o x e n  c o n c e n t r a t i o n  m i n u s  
s u p e r n a t a n t  c o n c e n t r a t i o n .  A  l o g a r i t h m i c  p l o t  o f  b o u n d l t o t a l  n a p r o x e n  v e r s u s  p o l y m e r  
c o n c e n t r a t i o n  r e v e a l e d  t h e  o p t i m u m  p o l y m e r  a m o u n t  f o r  u s e  i n  f u t u r e  b i n d i n g  a s s a y s .  
5 . 2 . 6  N a p r o x e n  d i s p l a c e m e n t  s t u d y  
A  d i s p l a c e m e n t  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  n a p r o x e n  
M I P  t o w a r d s  n a p r o x e n  o v e r  t h e  a n a l o g u e s  i b u p r o f e n  a n d  k e t o p r o f e n  a n d  a l s o  o v e r  t h e  
n o n - r e l a t e d  c o m p o u n d  c a f f e i n e .  G i v e n  t h e  n e c e s s i t y  t o  m e a s u r e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
n a p r o x e n  b e l o w  t h e  o p t i m u m  c o n c e n t r a t i o n  d e d u c e d  ( a b o v e ) ,  2 0 0  n g / m L  w a s  s e l e c t e d  
f o r  t h e  s t u d y .  H e n c e  2 0 0  n g / m L  n a p r o x e n ,  a l o n g  w i t h  i b u p r o f e n  o r  k e t o p r o f e n  o r  
c a f f e i n e  i n  t h e  r a n g e  5 0  n g / r n L  t o  2 0 0 0  n g / m L  w a s  a d d e d  t o  0 . 5  m g  o f  M I P  o r  c o n t r o l  
a n d  l e f t  s h a k i n g  f o r  1 6  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  F o l l o w i n g  t h i s ,  t h e  t u b e s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  n a p r o x e n  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  H P L C  w i t h  r e f e r e n c e  t o  a  s t a n d a r d  
c u r v e .  T h e  i n i t i a l  %  u p t a k e  o f  n a p r o x e n  a t  t h e  a m o u n t  o f  M I P  u s e  ( 0 . 5  m g )  h a d  
p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d .  F o r  t h i s  p u r p o s e ,  e x t r a  n a p r o x e n  f o u n d  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  d e e m e d  t o  h a v e  b e e n  d i s p l a c e d  f r o m  t h e  M I P .  A  p l o t  w a s  g e n e r a t e d  o f  %  
n a p r o x e n  b o u n d  t o  t h e  M Z P  v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d i s p l a c e r .  
5 . 2 . 7  H P L C  d e t e r m i n a t i o n s  
H i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C )  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  H e w l e t t  
P a c k a r d  1 0 5 0  s y s t e m  ( p u m p ,  a u t o s a m p l e r  a n d  v w d ) .  F o r  f l u o r e s c e n c e  m e a s u r e m e n t s  
t h e  d e t e c t o r  w a s  a  H P l l O O  F L A .  C h e m s t a t i o n  s o f t w a r e  w a s  u s e d  f o r  i n s t r u m e n t  
c o n t r o l .  T h e  V W D  w a s  o p e r a t e d  a t  2 2 0  n m  f o r  d e t e c t i o n  o f  n a p r o x e n ,  i b u p r o f e n  a n d  
k e t o p r o f e n .  C a f f e i n e  w a s  d e t e c t e d  a  2 7 6  n m .  F o r  f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s  ( n a p r o x e n  o n l y )  
t h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  w a s  s e t  t o  2 2 0  n m  a n d  t h e  e m i s s i o n  t o  3 3 0  n m .  A  l o p 1  
i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  u s e d  f o r  a l l  a s s a y s  a n d  s e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a n  
A l l t e c h  b r a v d a  B D S  C 1 8  c o l u m n  2 5 0  x  4 . 6  r n r n  i . d .  5  p m  i n t e r n a l  d i a m e t e r .  T h e  
m o b i l e  p h a s e  w a s  a  m i x t u r e  o f  a c e t o n i t r i l e  a n d  0 . 0 5  M  a q u e o u s  p h o s p h o r i c  a c i d  
( 5 0 5 0  v l v )  a n d  t h e  f l o w  w a s  m a i n t a i n e d  a t  1 . 0  m l l m i n  w i t h  i s o c r a t i c  e l u t i o n .  
5 . 2 . 8  C h a r a c t e r i s a t i o n  b y  H P L C  
F o r  H P L C  c h a r a c t e r i s a t i o n  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  M I P S  w e r e  m e c h a n i c a l l y  s l u r r y  p a c k e d  
i n t o  e m p t y  4 . 6  x  1 0 0  c m  s t a i n l e s s  s t e e l  H P L C  c o l u m n s .  A  1 . 5 g  q u a n t i t y  w a s  w e i g h e d  
o u t ,  s u s p e n d e d  i n  a c e t o n i t r i l e  b y  s o n i c a t i n g ,  a n d  p a c k e d  a t  a  p r e s s u r e  o f  2 0 0  b a r .  
C o l u m n s  w e r e  c o n d i t i o n e d  u s i n g  a c e t o n i t r i l e  u n t i l  a  s t a b l e  b a s e l i n e  w a s  r e a c h e d .  T h e  
m o b i l e  p h a s e  u s e d  f o r  c h a r a c t e r i s a t i o n  w a s  a c e t o n i t r i l e  ( 1 %  H O A c )  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
1 . 0  m l l m i n .  F o r  p e r f o r m a n c e  e v a l u a t i o n ,  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n  w e r e  u s e d ,  b o t h  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  p g / m l .  M e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  t h e  v o i d  m a r k e r .  H P L C  a n a l y s i s  
w a s  p e r f o r m e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
5 . 3  M o l e c u l a r  d y n a m i c  s i m u l a t i o n s  
5 . 3 . 1  P r e - m o d e l l i n g  c o n s i d e r a t i o n s  
T h e  f o l l o w i n g  m o d e l l i n g  p r o c e d u r e  o f  t h e  n a p r o x e d 4 V P  s y s t e m  i s  d i s c u s s e d  a s  a  
s e q u e n c e  o f  s e v e r a l  p r o c e s s i n g  s t e p s  r e q u i r e d  f o r  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  c a l c u l a t i o n s  o f  
t h e s e  m o l e c u l e s  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t .  
5 . 3 . 1 . 1  G e n e r a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  f i l e s  
T o p o l o g y  f i l e s  o f  n a p r o x e n  a n d  4 V P  w e r e  c r e a t e d  i n  B r o o k h a v e n  p r o t e i n  d a t a  b a n k  
( P D B )  f o r m a t .  T h e s e  f i l e  t y p e s  c o n t a i n  i n f o r m a t i o n  s u c h  a s  a t o m  t y p e ,  c h a r g e ,  
c o n n e c t i v i t y  a n d  s t a r t i n g  C a r t e s i a n  c o - o r d i n a t e s  ( s e e  A p p e n d i x  B ) .  A  d r a w b a c k  w i t h  
A M B E R  7  i s  d e p e n d i n g  o n  t h e  o r i g i n  o f  t h e  f i l e s ,  t h e  P D B  s t r u c t u r e s  ( f i l e s )  m a y  
r e q u i r e  m o d i f i c a t i o n  a s  A M B E R  m a y  n o t  r e c o g n i s e  t h e  f i l e  t y p e .  F o r  e a c h  i n p u t  f i l e  a  
f o r c e  f i e l d  d e s c r i p t i o n  i s  g e n e r a t e d  w h i c h  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  A M B E R  f o r c e  f i e l d s .  
T h e  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w e r e  d e f i n e d  a s  t w o  r e s i d u e s  w i t h i n  a  u n i t  ( t h e  
s y s t e m  o f  i n t e r e s t )  w i t h  t h e  s o l v e n t  m o l e c u l e s  a s  f k r t h e r  r e s i d u e s .  E a c h  r e s i d u e  m u s t  
b e  d e f i n e d  a s  s u c h  a  u n i t .  T h e r e f o r e  i n  t h e  r e s p e c t i v e  ' p r e p i n '  f i l e s  N a p r o x e n  w a s  
d e f i n e d  a s  N A P ,  a n d  4 - V P  a s  4 V P .  T h e  p r o g r a m  P a r m c h k  w a s  t h e n  u s e d  t o  r e a d  i n  
t h e  ' p r e p i n  f i l e s '  a s  w e l l  a s  t h e  f o r c e f i e l d  f i l e s  g e n e r a t i n g  t w o  o u t p u t  f i l e s  ( ' f i c m o d ' )  
f o r  a n y  m i s s i n g  p a r a m e t e r s .  T h e  i n d i v i d u a l  P D B  s t r u c t u r e s  w e r e  b o t h  o p e n e d  
s i m u l t a n e o u s l y  i n  t h e  s a m e  V i e w e r l i t e  f i l e  ( D S  V i e w e r  p r o )  a n d  t h e  m o l e c u l e s  
p o s i t i o n e d  i n  t h e  d e s i r e d  s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n .  T h e  n e w  p d b  f i l e  f o r  t h e  r e l e v a n t  
' c o m p l e x '  w a s  t h e n  s a v e d  a n d  i n s p e c t e d  f o r  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  t h e  L e a p  p r o g r a m .  
N o t e :  A l l  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e s  w e r e  i n i t i a l l y  d r a w n  w i t h  C h e m s k e t c h  5 . 0  
( w w w . a c d l a b s . c o m ) .  T h e  s t r u c t u r e s  w e r e  d r a w n  i n  2 D  o p t i o n ,  m o l e c u l e s  e l e c t e d  a n d  
c h a n g e d  w i t h  3 D  s t r u c t u r e  o p t i m i s a t i o n .  T h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  t h e  m o s t  c o n v e n i e n t  
w a y  o f  g e n e r a t i n g  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e s  f o r  c o n v e r s i o n  t o  P D B  f o r m a t  i n  a  w a y  
a c c e p t a b l e  t o  A M B E R .  F u r t h e r m o r e ,  e a c h  m o l e c u l e  c o u l d  b e  t r e a t e d  i n  t h e  s a m e  w a y .  
L E a P  a l l o w e d  s o l v a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x  c r e a t i n g  a n  A M B E R  c o - o r d i n a t e  a n d  
p a r a m e t e r l t o p o l o g y  i n p u t  f i l e  f o r  t h e  m a i n  M D  p r o g r a m  S a n d e r .  T h e  f o l l o w i n g  
s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  N a p r o x e n  a n d  4 - V P  ( f i g u r e  5 . 1  b e l o w )  
F i g u r e  5 . 1  I n i t i a l  c o n f i g u r a t i o n s  ( a )  m o d e l  o f  m - I T  s t a c k i n g  c o n f i g u r a t i o n  a n d  ( b )  
h y d r o g e n  b o n d i n g l e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  N a p r o x e n  a n d  4 - V P .  R e s i d u e  1  
( N A P  1 ) :  N a p r o x e n  R e s i d u e  2  ( 4 V P  2 ) :  4 - V P  
5 . 3 . 1 . 2  
S o l v a t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  o f  s t r u c t u r a l  f i l e s  
P e r i o d i c  b o u n d a r y  c o n d i t i o n s  w e r e  d e f i n e d  a n d  t h e  m o l e c u l e s  p l a c e d  i n  a  s o l v e n t  b o x  
( m e t h a n o l ,  c h l o r o f o r m  o r  D M F )  w i t h  1 0  o f  s o l v e n t  a d d e d  a r o u n d  t h e  c o m p l e x  i n  
e a c h  d i r e c t i o n .  F o r  e x a m p l e ,  r e s i d u e s  3  t o  x  o f  t h e  s o l v e n t  m o l e c u l e s  i n  t h e  b o x  e . g .  
D M F  m o l e c u l e s ,  D M F  1  t o  D M F  x  
5 . 3 . 1 . 3  E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  i n v o l v e d  t h e  f o l l o w i n g  s t e p s  b e f o r e  s t a r t i n g  t h e  s y s t e m  
e q u i l i b r a t i o n  p r i o r  t o  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  r u n s :  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  w i t h  r e s t r a i n e d  s o l v e n t ;  
S h o r t  M D  r u n ;  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  w i t h  r e s t r a i n e d  s o l u t e ;  
S h o r t  M D  r u n ;  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  o f  s o l u t e  a n d  s o l v e n t  w i t h o u t  r e s t r a i n t ;  
F i r s t ,  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  a t o m s  w e r e  r e l a x e d  t o  r e m o v e  a n y  c o r r u p t  v a n  d e r  W a a l s  
( n o n - b o n d e d )  c o n t a c t s  w i t h o u t  c a u s i n g  s u b s t a n t i a l  c h a n g e s  t o  t h e  s t r u c t u r e s .  P r i o r  t o  
e x e c u t i n g  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  i t  w a s  n e c e s s a r y  t h a t  a n y  l a r g e  s t e r i c  
o v e r l a p s  o r  e l e c t r o s t a t i c  i n c o n s i s t e n c i e s  w e r e  m i n i m i s e d .  L a r g e  s t e r i c  o v e r l a p s  l e a d  t o  
i n i t i a l l y  l a r g e  f o r c e s  a n d  s u b s e q u e n t  v e l o c i t i e s  f r e q u e n t l y  r e s u l t i n g  i n  d i s t o r t i o n  o f  t h e  
s t r u c t u r e  o r  l o c a l i s e d  a r e a s  o f  d i s t o r t i o n .  D u r i n g  s o l v e n t  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  t h e  
s o l u t e  m o l e c u l e s  a r e  r e s t r a i n e d  t o  t h e i r  i n i t i a l  p o s i t i o n s  i n  o r d e r  n o t  t o  d i s t o r t  t h e i r  
s t r u c t u r e .  A  f o r c e  c o n s t a n t  o f  u p  t o  5 0 0 0  k c a l l m o l  c a n  b e  s e l e c t e d  f o r  t h e  r e s t r a i n t .  F o r  
m i n i m i s a t i o n  a n y  v a l u e  i s  p o s s i b l e ,  h o w e v e r ,  t h e  f o r c e  c o n s t a n t s  s h o u l d  n o t  b e  t o o  
l a r g e  s i n c e  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  b o n d  v i b r a t i o n  i n c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  f o r c e  
c o n s t a n t .  T h i s  m a y  l e a d  t o  M D  i n t e g r a t i o n  f a i l u r e s  u n l e s s  t h e  t i m e  s t e p  f o r  t h e  
s i m u l a t i o n  i s  s h o r t  e n o u g h  t o  r e p r e s e n t  t h e  h i g h  f r e q u e n c y  m o t i o n s .  A  f o r c e  c o n s t a n t  
o f  1 0 0  k c a h o l  w a s  s e l e c t e d  f o r  t h e  r e s t r a i n e d  m i n i m i s a t i o n  s t e p s .  T o  c o n c l u d e  t h e  
m i n i m i s a t i o n  p r o c e d u r e ,  t h e  w h o l e  s y s t e m  e n e r g y  w a s  m i n i m i s e d  w i t h  n o  r e s t r a i n t s  
a p p l i e d .  C o n s t a n t  p r e s s u r e  d y n a m i c s  w e r e  u s e d  a l l o w i n g  t h e  b o x  s i z e  t o  c h a n g e .  I f  
o n l y  c o n s t a n t  v o l u m e  s i m u l a t i o n s  a r e  e x e c u t e d  v a c u u m  b u b b l e s  m a y  a p p e a r  i n  t h e  
b o x .  T h e  m i n i m i s a t i o n  s t e p s  a s  w e l l  a s  t h e  a p p l i e d  r e s t r a i n t s  w e r e  w r i t t e n  i n t o  o n e  t e x t  
i n p u t  f i l e  ( s e e  A p p e n d i x  B )  f i o m  w h e r e  S a n d e r  r e a d s  a l l  c o m m a n d s  a n d  a p p l i e s  t h e m  
t o  t h e  s y s t e m .  
E q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  s y s t e m  
S i n c e  d u r i n g  l o n g e r  e q u i l i b r a t i o n  t i m e s  ( e . g .  2 5 0  p s )  t h e  m o l e c u l e s  ( n a p r o x e n  a n d  
4 V P )  s l o w l y  d r i f t e d  a p a r t ,  t h e  f o l l o w i n g  d i s t a n c e  r e s t r a i n t s  w e r e  i n t r o d u c e d  b e t w e e n  
t h e  t w o  m o l e c u l e s  t o  p r e v e n t  d r i f t i n g  d u r i n g  t h e  e q u i l i b r a t i o n  s t e p .  
- N a p r o x e n M V P  ( 1  :  1 )  i n  D M F  
- N a p r o x e n / 4 V P  ( 1  :  1 )  i n  M e O H  
- N a p r o x e n / 4 V P  ( 1  :  1 )  i n  C H C 1 3  
A t o m s  d e f i n i n g  t h e  r i n g  a r e  t r e a t e d  a s  a  g r o u p  a n d  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  r i n g s  
w a s  r e s t r a i n e d .  T h e  r e s t r a i n t  w a s  p l a c e d  o n  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  a  p a i r  o f  m a t c h e d  
a t o m s  a n d  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  e n e r g y  h c t i o n  a s  a n  a d d i t i o n a l  p e n a l t y  t e r m .  A  
d i s t a n c e  r e s t r a i n t  o f  3 . 6  A  w a s  p l a c e d  b e t w e e n  t h e  r i n g s .  A  r e s t r a i n t  o f  3  A  w a s  p l a c e d  
b e t w e e n  t h e  n i t r o g e n  o f  t h e  p y r i d i n e  r i n g  a n d  t h e  p r o t o n  o f  t h e  n a p r o x e n  m o l e c u l e  f o r  
t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  c o n f i g u r a t i o n  ( f i g u r e  5 . 1  a ) .  
5 . 3 . 1 . 5  M D  s i m u l a t i o n  ( p r o d u c t i o n  r u n )  
F o r  t h e  p r o d u c t i o n  r u n  o f  1  n s ,  a l l  r e s t r a i n t s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  s y s t e m  w a s  
a l l o w e d  t o  f r e e l y  e v o l v e .  T h e  f o l l o w i n g  p r o p e r t i e s  w e r e  m o n i t o r e d :  
D e n s i t y :  F o r  c h l o r o f o r m  t h e  d e n s i t y  o f  1 . 4 9  g / m L  s h o u l d  b e  r e a c h e d  a n d  
r e m a i n  s t a b l e  a f t e r  t h e  e q u i l i b r a t i o n  s t e p .  F o r  m e t h a n o l  i t  s h o u l d  b e  0 . 7 9 1  a n d  
f o r  D M F  i s  s h o u l d  b e  0 . 9 4 4  g / m L .  
E p t o t :  T o t a l  p o t e n t i a l  e n e r g y  s h o u l d  b e  s t a b l e  a f t e r  t h e  e q u i l i b r a t i o n  s t e p .  I f  
t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  i s  n o t  i n  a  s t a t i o n a r y  p h a s e  t h e  p o t e n t i a l  
e n e r g y  i s  s u b j e c t  t o  d r i f t .  
T e m p e r a t u r e :  T h e  t e m p e r a t u r e  r a m p i n g  i s  d e f i n e d  i n  t h e  i n p u t  f i l e  f o r  t h e  M D  
c a l c u l a t i o n s  i n  S a n d e r  ( m d i n ) .  T h e  d e f a u l t  s t a r t i n g  t e m p e r a t u r e  i s  0  K .  T h e  
r e f e r e n c e  t e m p e r a t u r e  a t  w h i c h  t h e  s y s t e m  i s  t o  b e  k e p t  t h r o u g h  a  w e a k  
c o u p l i n g  s c h e m e  i s  3 0 0  K .  T h e  t i m e  c o n s t a n t  f o r  h e a t  b a t h  c o u p l i n g  i s  s e t  
b e t w e e n  0 . 5  a n d  5 .  
R M S d :  T h e  R M S d  v a l u e s  ( i n  A )  a r e  c a l c u l a t e d  a n d  p l o t t e d  u s i n g  p t r a j  a n d  
p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  o n  w h e t h e r  t h e  c o n f o r m a t i o n  h a s  r e a c h e d  a  s t a t i o n a r y  
s t a t e .  T h e  R M S  d e v i a t i o n  o f  e a c h  f r a m e  i n  t h e  t r a j e c t o r y  t o  t h e  f i r s t  f r a m e  i n  
t h e  t r a j e c t o r y  i s  c a l c u l a t e d .  T h i s  i s  u s e f u l  i n  d e t e r m i n i n g  h o w  f a r  t h e  s t r u c t u r e s  
h a v e  d r i f t e d  d u r i n g  t h e  M D  r u n .  
M o l e c u l a r  D y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  t h e  A m b e r  7  m o l e c u l a r  
m o d e l l i n g  p a c k a g e .  T h e  f o r c e f i e l d s  a p p l i e d  t o  p r o d u c t i o n  s i m u l a t i o n s  w e r e  f @ p  a n d  
G A F F .  T h e  c o n f o r m a t i o n s  o f  n a p r o x e n l 4 V P  a n d  ( F i g u r e  5 . 1 )  w e r e  p l a c e d  i n  a  
p e r i o d i c  b o x  ( p e r i o d i c  b o u n d a r y  c o n d i t i o n s )  o f  m e t h a n o l  ( M E O H B O X I O ) ,  
c h l o r o f o r m  ( C H C L 3 B O X 1 0 )  o r  D M F  ( D M F B O X 1 0 ) .  D M F  i t s e l f  i s  n o t  i n c l u d e d  i n  
t h e  s o l v e n t  l i b r a r y  o f  m o l e c u l e s  a c c o m p a n y i n g  A m b e r  a n d  h a d  t o  b e  g e n e r a t e d  
m a n u a l l y  b y  o b t a i n i n g  a  p d b  f i l e  o f  D M F .  T h e  c o m p l e x  w a s  p l a c e d  i n  a  b o x  
c o n t a i n i n g  m i n i m i s e d  D M F  m o l e c u l e s .  E n e r g y  m i n i m i s a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  t h e  
D M F  B O X  u n t i l  t h e  d e n s i t y  r e a c h e d  t h e  k n o w n  v a l u e  f o r  D M F .  R e g a r d i n g  p e r i o d i c  
b o x  b o u n d a r y  c o n d i t i o n s ,  1 0 8 +  o f  a p p r o p r i a t e  s o l v e n t  w a s  a d d e d  s u r r o u n d i n g  t h e  
c o m p l e x  i n  e v e r y  d i r e c t i o n .  
R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
5 . 4 . 1  M o l e c u l a r  D y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  o f  N a p r o x e n / 4 - V P  n - n  
c o m p l e x  c o n f o r m a t i o n  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t .  
T h e  A m b e r  7  p r o g r a m  a l l o w e d  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  n a p r o x e n  
a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  i n  t h r e e  e x p l i c i t  s o l v e n t s ,  n a m e l y ,  m e t h a n o l  ( M e O H )  a n d  N , W -  
d i m e t h y l f o r m a m i d e  ( D m )  a n d  c h l o r o f o r m  ( C H C 1 3 )  o v e r  a  1  n s  t r a j e c t o r y .  H e n c e ,  t h e  
d i s t a n c e s  b e t w e e n  s e l e c t e d  c e n t e r e d  a t o m s  o n  b o t h  n a p r o x e n  a n d  t h e  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  i n  q u e s t i o n  c a n  b e  a n a l y s e d  t h r o u g h o u t  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  s i m u l a t i o n .  T h i s  
p r o v i d e s  c r i t i c a l  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  p r o x i m i t y  o f  i n t e r a c t i n g  h c t i o n a l  g r o u p s  o v e r  
t i m e  a n d  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  t h a t  t h e  c o m p l e x  r e m a i n s  i n t a c t .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e  t o t a l  t i m e  ( i n  t e r m s  o f  p e r c e n t a g e  o f  t h e  s i m u l a t i o n  r u n  t i m e )  t h a t  
t h e  m o l e c u l e s  l i e  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  a n d  a r e  a b l e  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  o r  
p a r t i c i p a t e  i n  z - n :  d e l o c a l i s a t i o n  i n t e r a c t i o n s  c a n  b e  c a l c u l a t e d .  
A s  d i s c u s s e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n ,  t h e  s o l v e n t  e m p l o y e d  f o r  s o l v a t i o n  o f  t h e  p r e -  
p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  c a n  e n h a n c e  o r  h i n d e r  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  R e c e n t  s t u d i e s  
h a v e  s h o w n  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s o m e t i m e s  t o  b e  s u p e r i o r  t o  n o n p o l a r  o r  p o l a r  
p r o t i c  s o l v e n t s  i n  t h i s  r e g a r d .  H o w e v e r ,  m a n y  s y s t e m s  h a v e  b e e n  i m p r i n t e d  u s i n g  
n o n p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  c h l o r o f o r m  o r  p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  m e t h a n o l .  F o r  t h e  
m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s t u d i e s  t h r e e  s o l v e n t s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  s t u d y .  I m p o r t a n t  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  s o l v e n t s  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  5 . 1 .  
T a b l e  5 . 1 :  P r o p e r t i e s  o f  t h e  t h r e e  s o l v e n t s  u s e d  f o r  t h e  s t u d y  
S o l v e n t  T e m p l a t e  D e n s i t y  S n y d e r  P o l a r i t y  H  b o n d  
s o l u b i l i t y  ( g / m L )  p o l a r i t y  f o r m i n g  
-  -  -  -  -  -  -  
i n d e x  
-  - -  - -  11741.. 
M e O H  Y E S  0 . 7 9 1  6 . 6  P o l a r  S t r o n g  
p r o t i c  
D M F  Y E S  0 . 9 4 4  6 . 4  P o l a r  M e d i u m -  
a p r o t i c  w e a k  
C H C 1 3  Y E S  1 . 4 9 4  3 . 4 - 4 . 4  N o n - p o l a r  W e a k  
T h e  s o l v e n t s  l i s t e d  i n  t h e  t a b l e  w e r e  s e l e c t e d  d u e  t o  t h e i r  a b i l i t y  t o  d i s s o l v e  a l l  
c o m p o n e n t s  o f  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e  a n d  b e c a u s e  t h e y  a r e  a l l  s o l v e n t s  w h i c h  
h a v e  p r e v i o u s l y  b e e n  e m p l o y e d  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  M I P S .  I n  t h i s  r e s p e c t  i t  w a s  
i m p o r t a n t  t o  s h o w  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  m o d e l l i n g  s y s t e m s  t o  c o m m o n  s o l v e n t s  u s e d  f o r  
i m p r i n t i n g .  A n  i m p o r t a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  s o l v e n t s  i s  t h e i r  r e s p e c t i v e  h y d r o g e n  
b o n d  f o r m i n g  a b i l i t i e s .  A  s o l v e n t  w i t h  a  h i g h e r  p r o p e n s i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  i s  
m o r e  l i k e l y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  e i t h e r  t h e  t e m p l a t e  o r  t h e  
m o n o m e r  a n d  a s  s u c h  o b s t r u c t  e f f i c i e n t  P P C  f o r m a t i o n .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  
A M B E R  d o e s  n o t  i n c l u d e  e f f e c t s  o f  e i t h e r  i n i t i a t o r  o r  c r o s s  l i n k e r  i n  t h e  e n e r g y  
c a l c u l a t i o n s  o r  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s .  G i v e n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  i n i t i a t o r  i s  
u s u a l l y  p r e s e n t  a t  l e v e l s  n o t  e x c e e d i n g  1  m o l  %  i t  i s  a  v a l i d  a s s u m p t i o n  t o  i g n o r e  i t s  
e f f e c t s  v i a  i n t e r a c t i o n  w i t h  e i t h e r  t h e  t e m p l a t e  o r  m o n o m e r  o r  s o l v e n t .  R e g a r d i n g ,  
c r o s s  l i n k e r ,  a  d e c r e a s e  o f  4 . 5 %  i n  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  -  t e m p l a t e  
c o m p l e x  o n  a d d i t i o n  o f  c r o s s - l i n k e r  t o  t h e  t e m p l a t e  -  m o n o m e r  s o l u t i o n  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  [ 6 0 ] .  H e n c e  i t  i s  a  v a l i d  a s s u m p t i o n  t o  o m i t  t h e  e f f e c t s  o f  c r o s s - l i n k e r  
f r o m  t h e  e n e r g y  c a l c u l a t i o n .  G i v e n  t h a t  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  c r o s s - l i n k e r  i n h i b i t i n g  t h e  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  i s  s m a l l ,  t h e  o n l y  p o t e n t i a l  e f f e c t  i s  b y  c h a n g i n g  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  
s o l u t i o n  ( i n  r e a l  t e r m s )  a n d  t h i s  i s  n o t  t a k e n  i n t o  a c c o u n t  b y  t h e  m o d e l .  H o w e v e r  
w i t h i n  A M B E R  -  b e f o r e  t h e  s i m u l a t i o n  -  a  s e r i e s  o f  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n s  a r e  
p e r f o r m e d  a n d  t h e  s y s t e m  i s  e q u i l i b r a t e d  u n t i l  c o n d i t i o n s  o f  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e ,  
p r e s s u r e  a n d  t o t a l  p o t e n t i a l  e n e r g y  a r e  m e t .  F u r t h e r m o r e  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  s y s t e m  i s  
m o n i t o r e d  u n t i l  i t  r e a c h e s  t h a t  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  v e r i f i e d  d e n s i t y  o f  t h e  p o r o g e n  i n  
q u e s t i o n .  F o r  e x a m p l e  t h e  D M F  s y s t e m  w a s  m i n i m i s e d  u n t i l  t h e  d e n s i t y  o f  D M F  -  
0 . 9 4 4  g / m L  w a s  m e t .  
A l l  t h r e e  p o r o g e n s  c h o s e n  f o r  t h e  p r o c e s s  a r e  a l s o  c o m m o n l y  u s e d  i n  m o l e c u l a r  
i m p r i n t i n g  a n d  f i g u r e  5 . 1  s h o w s  t h e  s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n s  s i m u l a t e d  b e t w e e n  
n a p r o x e n  a n d  t h e  m o n o m e r s .  
5 . 4 . 1 . 1  
M D  s i m u l a t i o n  o f  t h e  z - z  c o m p l e x  i n  D M F  
F i g u r e  5 . l a ,  i s  t h e  I T - I T  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 - V P .  T h i s  w a s  
s e l e c t e d  a s  t h e  s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n  f o r  t h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n .  H e r e  t h e  
d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  m a s s  c e n t e r e d  r i n g s  o f  n a p r o x e n  a n d  4 - V P  w a s  m o n i t o r e d  
t h r o u g h o u t  t h e  p r o d u c t i o n  r u n .  A n  i n i t i a l  d i s t a n c e  o f  3 . 6 2 8 1  w a s  c h o s e n .  T h i s  i s  w i t h i n  
t h e  r a n g e  a t  w h i c h  I T - I T  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  o c c u r  [ 1 0 3 ] .  T h e  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  i s  
s h o w n  t o  r e m a i n  i n t a c t  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  r u n  w i t h  t h e  d i s t a n c e  v a r y i n g  b e t w e e n  3  
a n d  6 8 1  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 2  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 2  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  b o t h  t h e  n - - l e  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  i n  
D m  
T h e  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  t h e  m o l e c u l e s  i s  - 4 . 5  8 1 .  C a l c u l a t i o n s  p e r f o r m e d  i n  M S  e x c e l  
f o r  t h i s  s t u d y  s h o w  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  o f  t h e  c o m p l e x  r e m a i n  w i t h i n  5  o f  e a c h  o t h e r  
f o r  7 2 . 3 %  o f  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  s i m u l a t i o n  a n d  t h a t  t h e  i n t e r m o l e c u l a r  d i s t a n c e  d o e s  
n o t  e x t e n d  b e y o n d  7  A .  T h e s e  d a t a  a r e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  r e l a t i v e  s t a b i l i t y  o f  t h e  
c o m p l e x  i n  D M F .  T h e  1  n s  M D  s i m u l a t i o n  o f  t h e  s y s t e m  i n  D M F  t h e n  h a s  m o d e l l e d  
a r o m a t i c  I T - I T  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h i s  i s  a  s t a b l e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  m o l e c u l e s .  T h e  e x i s t e n c e  o f  t h e  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  w a s  s u b s e q u e n t l y  
s t u d i e d  b y  ' H  N M R  s p e c t r o s c o p y .  
N M R  a n a l y s i s  o f  t h e  n - n  c o m p l e x  
T o  p r o v i d e  e m p i r i c a l  e v i d e n c e  o f  t h e  s t a c k i n g  c o m p l e x  f o r m a t i o n  f u r t h e r  N M R  
e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d .  I f  a  n ; - . n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  o c c u r s  b e t w e e n  t w o  
m o l e c u l e s  b o t h  c o n t a i n i n g  a r o m a t i c  r i n g s  t h e n  t h i s  w i l l  b e  r e f l e c t e d  i n  a n  u p f i e l d  s h i f t  
o f  t h e  r e l e v a n t  a r o m a t i c  p r o t o n s .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  d u r i n g  e l e c t r o n  
d e l o c a l i s a t i o n  t h e y  w i l l  b e  d e s h i e l d e d  a n d  h e n c e  w i l l  r e s o n a t e  f i u t h e r  u p f i e l d .  T h e  
m a g n i t u d e  o f  t h e  o b s e r v e d  c h e m i c a l  s h i f t  h o w e v e r  i s  n o t  a s  s t r o n g  a s  w i t h  o t h e r  
k n o w n  e f f e c t s  e . g .  h y d r o g e n  b o n d i n g .  F i g u r e  5 . 3  d e s i g n a t e s  t h e  p r o t o n s  f o r  t h e  
a r o m a t i c  p e a k s  o f  n a p r o x e n  i n  C D C 1 3 .  T h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  a r e  i d e n t i f i e d  a s  P I - P 6 .  
F i g u r e  5 . 3 :  s h o w s  t h e  1 H  N M R  a s s i g n m e n t  o f  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  o n  t h e  n a p r o x e n  
m o l e c u l e  f o r  t i t r a t i o n  s t u d i e s  
O n  a d d i t i o n  o f  a n  e q u i m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  t o  a  s o l u t i o n  o f  
n a p r o x e n  i n  d 7 - D M F  s l i g h t  u p f i e l d  s h i f t s  o f  p r o t o n s  P I - P 3  w e r e  o b s e r v e d  ( f i g u r e  
5 . 4 ) .  T h i s  s h i f t  i n c r e a s e d  u p o n  f u r t h e r  a d d i t i o n  o f  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  a t  r a t i o  o f  1 : 2 ,  
1 : 4  a n d  1 : l O .  
F i g u r e  5 . 4 :  s h o w s  t h e  c h e m i c a l  s h i f t s  o b s e r v e d  w h e n  a  s o l u t i o n  o f  n a p r o x e n  i s  t i t r a t e d  
w i t h  d - p y r i d i n e  i n  d 7 - D M F  f o r  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  o f  n a p r o x e n .  
A t  r a t i o s  o f  1  : 2  a n d  h i g h e r ,  i t  w a s  n o t i c e d  t h a t  p e a k s  c o r r e s p o n d i n g  t o  p r o t o n s  P 1  - P 3  
b e g a n  t o  s p l i t .  A t  a  r a t i o  o f  1 : 1 0  p e a k  m e r g i n g  w a s  o b s e r v e d  p o s s i b l y  r e f l e c t i n g  t h e  
s o l v a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  i n  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  r a t h e r  t h a n  t h e  d 7 - D M F .  T h e  u p f i e l d  
s h i f t  i n d i c a t e d  i n  f i g u r e  5 . 4  i n c r e a s e d  w h e n  t h e  m o l a r  r a t i o  w a s  i n c r e a s e d  t o  1 : 2  
n a p r o x e n :  p y r i d i n e  f o r  p r o t o n s  P 1 - P 3 .  A  d o w n f i e l d  s h i f t  w a s  o b s e r v e d  f o r  P 6  a t  r a t i o s  
o f  1 : 2  a n d  1 : 4 .  T h i s  b e c o m e s  s i g n i f i c a n t  a t  a  r a t i o  o f  1 : l O .  F u r t h e r m o r e ,  f o r  P 4  a n d  
P 5  s l i g h t  d o w n f i e l d  s h i f t s  w e r e  d e t e c t e d .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  p y r i d i n e  i n  f a c t  
b e i n g  c l o s e r  t o  P I - P 3  a n d  a w a y  f r o m  P 4 - 5  a n d  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a p p r o x i m a t e  
s t a c k i n g  a n g l e  i s  s h i f t e d  i . e .  t h e  s t a c k i n g  i s  n o t  i n  t h e  e d g e  o n  o r  f a c e  t o  f a c e  
a r r a n g e m e n t .  D i f f e r e n t  o r i e n t a t i o n s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  f o r  a r o m a t i c  d i m e r s ,  r a n g i n g  
f r o m  f a c e  t o  f a c e  s t r u c t u r e s  t o  e d g e  o n  ( T  s h a p e d )  s t r u c t u r e s  w i t h  s e v e r a l  p r o p o s e d  
m o d e l s  f o r  a r o m a t i c  i n t e r a c t i o n s  [ 2 4 0 - 2 4 2 1 .  A s  d i s c u s s e d  b y  J o r g e n s e n  a n d  
S e v e r a n c e ,  [ 2 3 3 ] ,  s h i f t e d  s t a c k e d  s t r u c t u r e s  a r e  p r e f e r r e d  t o  f a c e - t o - f a c e  
c o n f i g u r a t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  t h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  s h i f t  i n c r e a s e s  w i t h  t h e  
f u r t h e r  a d d i t i o n  o f  d e u t e r a t e d  p y r i d i n e ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  h i g h e r  o r d e r  c o m p l e x e s  a r e  
f o r m e d .  A n s e l l  a n d  K u a h  [ I 0 7 1  h a v e  s h o w n  i n c r e a s e d  s h i f t s  o f  e p h e d r i n e  p r o t o n s  
u p o n  f u r t h e r  a d d i t i o n  o f  m e t h a c r y l i c  a c i d  t o  a  s o l u t i o n  o f  e p h e d r i n e  i n d i c a t i n g  t h e  
f o r m a t i o n  o f  1 : l  a n d  1 : 2  c o m p l e x e s .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  i t  i s  a  w e a k  1 : l  
i n t e r a c t y i o n  a n d  a s  s u c h  o n  f u r t h e r  a d d i t i o n  o f  p y r i d i n e  a  c o n t i n u e d  c h a n g e  i n  s h i f t  
w o u l d  b e  o b s e r v e d .  T h e  c o n t i n u e d  u p f i e l d  s h i f t  o f  t h e  p e a k s  f o r  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s ,  
P I ,  P 2 ,  a n d  P 3  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 5  
I  P e a k  1  P e a k  2  A  P e a k  3  r  P e a k 4  1  
M o l e  r a t i o  N a p r o x e n :  d - p y r  
O w i n g  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  .n e l e c t r o n  d i s t r i b u t i o n  i n  t h e  n a p r o x e n  m o l e c u l e  i t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  t h e  d e l o c a l i s a t i o n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  4 V P  a r e  t r a n s i e n t  a n d  a r e  c o n t i n u a l l y  
b r e a k i n g  u p  a n d  r e f o r m i n g  i n  s o l u t i o n .  H e n c e  t h e  m a g n i t u d e s  o f  t h e  o b s e r v e d  c h a n g e s  
i n  c h e m i c a l  s h i f t s  a r e  s m a l l  a n d  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  l i k e l y  t o  b e  w e a k  i n  n a t u r e .  
H o w e v e r ,  n o  c h a n g e s  i n  c h e m i c a l  s h i f t  o f  t h e  p r o t o n s  w e r e  o b s e r v e d  w h e n  d 7 - D M F  
w a s  r e p l a c e d  w i t h  M e O D  o r  C D C 1 3  i n d i c a t i n g  t h e  s p e c i f i c  n a t u r e  o f  t h e  n a p r o x e n -  
4 V P  i n t e r a c t i o n  i n  D M F .  
5 . 4 . 1 . 3  
M D  s i m u l a t i o n  o f  n - n :  c o m p l e x  i n  M e O H  
I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  a  c h a n g e  i n  s o l v e n t  o n  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  
c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x ,  t h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c  s i m u l a t i o n  
w a s  r e p e a t e d  w i t h  M e O H  i n  p l a c e  o f  D M F .  T h e  1  n s  t r a j e c t o r y  b e t w e e n  t h e  m a s s  
c e n t e r e d  r i n g s  o f  n a p r o x e n  a n d  4 - V P  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 6  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 6  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  b o t h  t h e  n - l c  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  i n  
M E O H  
F r o m  t h i s  s t u d y ,  i t  i s  a p p a r e n t  t h a t  t h e  c o m p l e x  r e m a i n s  i n t a c t  f o r  t h e  f i r s t  1 0 0  p s  o f  
t h e  s i m u l a t i o n .  H o w e v e r ,  f o l l o w i n g  t h i s  t h e  c o m p l e x  i s  b r o k e n  u p  ( a n d  f o r  2 2 . 6 %  o f  
t h e  s i m u l a t i o n  i s  a t  a  d i s t a n c e  o f  l e s s  t h a t  5  A ) .  T h e r e  i s  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e  s i m u l a t i o n  
i n  w h i c h  t h e  m o l e c u l e s  a r e  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  p o t e n t i a l l y  f o r m  7 c - 7 c  s t a c k i n g  
i n t e r a c t i o n s .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  l i k e l y  t o  b e  c a u s e d  b y  r a n d o m  c l o s e  p r o x i m i t y  a s  t h e  
m o l e c u l e s  d r i f t  a p a r t  a n d  m o v e  a r o u n d  t h e  M e O H  b o x  i n  a n  a p p a r e n t  a r b i t r a r y  
f a s h i o n .  S i n c e  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  m o l e c u l e s  r a n g e s  f r o m  b e l o w  1 A  t o  
a p p r o x i m a t e l y  3 0 8 1  i t  c a n  b e  s t a t e d  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  d r i f t  a p a r t  w i t h o u t  r e a s o n a b l e  
c h a n c e  o f  t h e  c o m p l e x  r e f o r m i n g .  M o r e o v e r ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  a r e  n o t  
i n  c l o s e  p r o x i m i t y  f o r  a  s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  t i m e  t o  a l l o w  r e f o r m a t i o n  o f  t h e  
s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n .  A  r a t i o n a l e  f o r  t h e  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e  i n  P P C  c o n f o r m a t i o n  i n  
D M F  a n d  M e O H  i s  t h e  h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y  o f  t h e  s o l v e n t s .  A s  d i s c u s s e d  
i n  c h a p t e r  4  ( 4 . 3 . 1 . 2 ) ,  t h e  n a t u r e  o f  n  i n t e r a c t i o n s  i s  t h a t  t h e y  a r e  w e a k .  H e n c e  s i n c e  
t h e y  c a n  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  i n  t h e  p o l y m e r  i t  i s  i m p o r t a n t  t h a t  t h e y  
a r e  p r e s e r v e d  i n  s o l u t i o n .  n-7c i n t e r a c t i o n s  c a n  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  i n  
t w o  w a y s  a s  a l r e a d y  d i s c u s s e d .  T h e y  c a n  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  t h e  s p a t i a l  c o n f i g u r a t i o n  
o f  t h e  P P C  a n d  t h e y  c a n  a d d  a n  a u g m e n t o r y  i n t e r a c t i o n  i n  t e r m s  o f  h c t i o n a l i t y .  
L i i b k e  e t  a l . ,  [ 2 4 3 ]  p e r f o r m e d  a n  i n v e s t i g a t i o n  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  r e l a t i v e l y  w e a k  
i n t e r a c t i o n s  i n v o l v i n g  a r o m a t i c  n  e l e c t r o n s  c o u l d  b e  e x p l o i t e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
M I P S .  2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i b e n z o d i o x i n  ( T C D D )  w a s  u s e d  a s  t h e  t e m p l a t e .  A  
r e c o g n i t i o n  e l e m e n t  w a s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  b i n d i n g  s i t e s  b y  t h e  i n c l u s i o n  o f  a  
p o l y m e r i z a b l e ,  e l e c t r o n - r i c h ,  a r o m a t i c  e t h e r  c a p a b l e  o f  f o r m i n g  n - n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  
t h e  e l e c t r o n - d e f i c i e n t  d i o x i n  m o l e c u l e .  T h e  M I P  p r o d u c e d  s h o w e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  u p t a k e  o f  T C D D  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n o n - i m p r i n t e d  c o n t r o l s ,  e v e n  a t  
c o n c e n t r a t i o n s  a s  l o w  a s  2  n M .  L u b k e  e t  a l . ,  [ 2 4 3 ]  t h e n  h a v e  u n d e r l i n e d  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  c h o o s i n g  a  s u i t a b l e  m o n o m e r  t o  e n h a n c e  n - n  i n t e r a c t i o n s .  I n  t h i s  
c h a p t e r ,  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s o l v e n t  i s  e m p h a s i s e d  i n  p r e s e r v i n g  t h e  n a t u r e  o f  w e a k  
i n t e r a c t i o n s  i n  s e l f - a s s e m b l e d  s o l u t i o n s .  
G i v e n  t h a t  M e O H  h a s  a  h i g h e r  p r o p e n s i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  t h a n  D M F ,  i t  i s  
p r o b a b l e  t h a t  b o t h  n a p r o x e n  a n d  4 - V P  f o r m  h y d r o g e n  b o n d e d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  
m e t h a n o l  a n d  e a c h  b e c o m e s  s u r r o u n d e d  b y  M e O H  m o l e c u l e s .  T h i s  w o u l d  p r e c l u d e  
t h e  r e f o r m a t i o n  o f  t h e  n - n  i n t e r a c t i o n .  T h e  h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y  o f  t h e  
s o l v e n t s  i s  i n  p a r t  r e l a t e d  t o  t h e i r  d e n s i t i e s .  H y d r o g e n  b o n d i n g  i s  m o r e  l i k e l y  t o  o c c u r  
-  o r  a t  l e a s t  s t r o n g e r  h y d r o g e n  b o n d s  w i l l  f o r m  -  b e t w e e n  a  s p e c i e s  a n d  a  s o l v e n t  o f  
l o w e r  d e n s i t y .  H e n c e ,  w i t h  m e t h a n o l  h a v i n g  a  l o w e r  d e n s i t y  t h a n  D M F  ( 0 . 7 8 1  a n d  
0 . 9 4 4  g / m L  r e s p e c t i v e l y )  i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  M e O H  w i l l  p r e f e r e n t i a l l y  f o r m  h y d r o g e n  
b o n d s  w i t h  b o t h  n a p r o x e n  a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  w i t h  t h e  r e s u l t  b e i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  
w e a k e n e d  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  T h e  ' H  N M R  s t u d i e s  s h o w  n o  o b s e r v a b l e  
s h i f t s  o f  a n y  o f  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  o f  n a p r o x e n  i n  M e O D  u p o n  a d d i t i o n  o f  
d e u t e r a t e d  p y r i d i n e  f r o m  r a t i o s  o f  1 : l  t o  1 : 2 0  ( f i g u r e  5 . 5 ) .  F u r t h e r m o r e ,  X u  e t  a l . ,  
[ 1 1 0 ]  s t a t e  t h a t  m e t h a n o l  c a n  e f f i c i e n t l y  c o m p e t e  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r  t h e  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  o f  t h e  t e m p l a t e .  T h u s ,  i t  c a n  w e a k e n  o r  b l o c k  t h e  f o r m a t i o n  o f  
h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  t h e  t e m p l a t e .  
5 . 4 . 1 . 4  
M D  s i m u l a t i o n  o f  I T - n :  c o m p l e x  i n  C h l o r o f o r m  
G i v e n  t h a t  c h l o r o f o r m  a l l o w s  t h e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d s  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  
4 - V P  i t  w a s  t e s t e d  b y  N M R  t i t r a t i o n .  N o m a c h i  e t  a l . ,  [ I 0 9 1  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
C H C 1 3  p e r f o r m e d  b e t t e r  i n  t e r m s  o f  t h e  s t a b i l i s a t i o n  p f  t h e  P P C  f o r  a  m e l a t o n i n - M A A  
c o m p l e x  t h a n  e i t h e r  T H F  o r  A C N .  H o w e v e r ,  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  n o  o b s e r v a b l e  s h i f t s  
o f  a n y  o f  t h e  n a p r o x e n  a r o m a t i c  p r o t o n s  w a s  o b s e r v e d  b y  N M R .  I t  i s  p r o p o s e d  t h a t  
c h l o r o f o r m ,  a s  a  n o n p o l a r  s o l v e n t  w o u l d  r e d u c e  t h e  l i k e l i h o o d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  n - n  s t a c k i n g .  T h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  c o m p l e x  i n  c h l o r o f o r m  w a s  
e x a m i n e d  b y  M D  s i m u l a t i o n  a n d  t h e  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 7 .  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 7 :  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  b o t h  t h e  n - n  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  i n  
C H C 1 3 .  
F r o m  t h i s  s t u d y ,  a s  e x p e c t e d ,  t h e  n - n  s t a c k i n g  c o n f o r m a t i o n  w a s  s h o w n  n o t  t o  b e  
s t a b l e  i n  c h l o r o f o r m .  A f t e r  - 2 0 0  p s  t h e  c o m p l e x  i s  b r o k e n  u p  a n d  t h e  t w o  s e p a r a t e  
m o l e c u l e s  r e m a i n  i s o l a t e d  d r i f t i n g  a b o u t  t h e  b o x .  T h e  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  n o  
p o s s i b i l i t y  o f  r e - c o m p l e x a t i o n  b e t w e e n  t h e  m o l e c u l e s  t h r o u g h o u t  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
s i m u l a t i o n  a s  t h e  m o l e c u l e s  d o  n o t  a p p r o a c h  t h e  m i n i m u m  d i s t a n c e  n e c e s s a r y  f o r  n - n  
s t a c k i n g  t o  o c c u r .  I t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m o s t  f a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  f i d e l i t y  
o f  t h e  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  a r i s e  w h e n  D M F  ( p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t )  i s  u s e d  a s  t h e  
s o l v e n t  a s  t h e  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t  i s  u n s t a b l e  i n  M e O H  o r  C H C 1 3 .  
W h a t  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  o f  t h e  n - n  s t a c k i n g  e x p e r i m e n t s  r e v e a l  i s  t h a t  i n  t h e  
r e b i n d i n g  s o l v e n t  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  c a n  r e f o r m  m o r e  r e a d i l y  t h a n  i n  a n o t h e r  s o l v e n t .  
I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a n d  f o r  t h e  t e m p l a t e  n a p r o x e n  i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  s t a c k i n g  
i n t e r a c t i o n  p l a y s  a  c o n t r i b u t o r y  r o l e  t o w a r d s  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  P P C .  T h i s  
i n t e r a c t i o n  a u g m e n t s  a  s h a p e  i n d u c e d  t h e r m o d y n a m i c  f i t  r e b i n d i n g .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  
o t h e r  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  o r  h y d r o p h o b i c  e f f e c t s  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  t h e  
s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  P P C  a l s o .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  t r u e  i n  a q u e o u s  r e b i n d i n g  m e d i a .  I n  
t h i s  s y s t e m  o n l y  t h e  n - n :  i n t e r a c t i o n  h a s  b e e n  m o d e l l e d .  H o w e v e r  i t  i s  e x p e c t e d  t h a t  
e n e r g y  c a l c u l a t i o n s  s u c h  a s  t h o s e  p e r f o r m e d  b y  H y p e r c h e m  i n  c h a p t e r s  2  a n d  3  
p e r f o r m e d  i n  t h e  e x p l i c i t  s o l v e n t s  w o u l d  r e v e a l  i m p o r t a n t  e n e r g y  d i f f e r e n c e s  i n  t h i s  
r e g a r d .  I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  o f  h y d r o g e n  b o n d i n g  o r  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n s  t o  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  c o m p l e x  s t a b i l i t y ,  t h e  c o m p l e x  w a s  r e a r r a n g e d  i n t o  
a  p o s i t i o n  t o  a l l o w  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  - O H  o f  n a p r o x e n  a n d  t h e  N  o f  t h e  4 V P  
r i n g .  T h i s  t a k e s  i n t o  a c c o u n t  t h e  p o t e n t i a l  f o r  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  t h e  
a f o r e m e n t i o n e d  a t o m s .  T h i s  w a s  a l s o  p e r f o r m e d  i n  t h e  t h r e e  s o l v e n t s  D M F ,  M e O H ,  
C H C 1 3 .  
5 . 4 . 2  M o l e c u l a r  D y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  o f  n a p r o x e n 1 4 V P  h y d r o g e n  
b o n d e d  c o m p l e x  c o n f o r m a t i o n s  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t .  
5 . 4 . 2 . 1  M D  s i m u l a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d e d  I  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n  c o m p l e x  i n  D M F  
I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  s t a b i l i t y  o f  a l t e r n a t e  c o n f i g u r a t i o n s  u n d e r  m o l e c u l a r  
d y n a m i c s  s i m u l a t i o n  c o n d i t i o n s  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  a r r a n g e m e n t  o f  n a p r o x e n l 4 V P  
w a s  a l s o  s t u d i e d  b y  M D  s i m u l a t i o n .  F o r  t h i s  c o n f i g u r a t i o n  t h e  - O H  o f  n a p r o x e n  w a s  
s e t  a t  a  d i s t a n c e  o f  3 A  f r o m  t h e  N  o f  t h e  p y r i d i n e  r i n g .  A s  D M F  h a d  p r o v i d e d  g o o d  
r e s u l t s  p r e v i o u s l y  f o r  t h e  s t a c k i n g  c o n f i g u r a t i o n  i t  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  f i r s t  s o l v e n t  t o  
s t u d y .  T h e  M D  s i m u l a t i o n  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 8 .  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 8 :  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  t h e  e l e c t r o s t a t i c  c o n f i g u r a t i o n s  i n  
D m  
W h e n  D M F  i s  e m p l o y e d  a s  t h e  e x p l i c i t  s o l v e n t  i t  c a n  b e  o b s e r v e d  t h a t  t h e  t w o  
m o l e c u l e s  r e m a i n  i n  s u f f i c i e n t l y  c l o s e  c o n t a c t  t o  p a r t i c i p a t e  i n  h y d r o g e n  b o n d i n g  u n t i l  
a p p r o x i m a t e l y  3 0 0  p s  o f  t h e  p r o d u c t i o n  r u n .  A f t e r  t h i s  s t a g e  i t  w a s  n o t e d  t h a t  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e c a m e  l e s s  s t a b l e  w i t h  t h e  d i s t a n c e  o s c i l l a t i n g  b e t w e e n  1  a n d  6 8 + .  B y  
1 0 0 0  p s  o f  t h e  p r o d u c t i o n  r u n  t h e  d i s t a n c e  h a d  r e a c h e d  o v e r  1 0 A .  I t  w a s  c a l c u l a t e d  
t h a t  o v e r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  r u n  t h a t  t h e  t w o  m o l e c u l e s  r e m a i n  a t  a  d i s t a n c e  b e l o w  t h e  
p r o x i m i t y  o f  3 . 0  8 +  o r  l e s s  f o r  3  1 . 4 %  o f  t h e  t i m e  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  i n  D M F ,  h y d r o g e n  
b o n d i n g  a n d  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 - V P  i s  l i k e l y  p r o v i d e  a n  
a u g m e n t o r y  i n t e r a c t i o n  i n  a d d i t i o n  t o  s t a c k i n g  f o r  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x .  
T h i s  r e s u l t  a l s o  p r o v i d e s  a n  i n s i g h t  i n t o  t h e  c o m p l e x  s t o i c h i o r n e t r y ,  w h i c h ,  g i v e n  t h e  
f u n c t i o n a l i t i e s  o n  b o t h  t e m p l a t e  a n d  m o n o m e r  i s  l i k e l y  t o  b e  g r e a t e r  t h a n  a  1  :  1  r a t i o .  
I n  a d d i t i o n ,  f o r  M I P S  p r e p a r e d  u s i n g  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  ( h y d r o g e n  b o n d i n g ,  
i o n i c  i n t e r a c t i o n s ,  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s ,  e t c . )  t h e  e x t e n t  o f  t e m p l a t e  c o m p l e x a t i o n  
i n  t h e  p r e - p o l y m e r i z a t i o n  m i x t u r e  i s  a  c o n s e q u e n c e  o f  a  s e r i e s  o f  e q u i l i b r i a .  B e i n g  a  
s y s t e m  i n  e q u i l i b r i u m ,  t h e  s t r o n g e r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e  a n d  t h e  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r ( s ) ,  t h e  m o r e  s t a b l e  t e m p l a t e - m o n o m e r  c o m p l e x  b e i n g  f o r m e d .  
T h i s  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x .  
5 . 4 . 2 . 2  M D  s i m u l a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d e d  1  e l e c t r o s t a t i c  
c o m p l e x  i n  M e O H  
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  e f f e c t  o f  a  c h a n g e  o f  s o l v e n t  o n  t h e  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n  
M e O H  w a s  e m p l o y e d  a s  t h e  e x p l i c i t  s o l v e n t  a n d  t h e  c o m p l e x  s o l v a t e d  a s  b e f o r e  
e x c e p t  i n  M e O H .  T h e  p l o t  o f  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  - O H  o f  n a p r o x e n  a n d  t h e  N  o f  
p y r i d i n e  i n  M e O H  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5  - 9 :  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 9 :  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  c o n f i g u r a t i o n s  i n  
M e O H  
A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  f i g u r e  5 . 9 ,  t h e  c o m p l e x  i s  n o t  s t a b l e  i n  m e t h a n o l  a n d  f o l l o w i n g  
1 0 0  p s  o f  t h e  r u n ,  n a p r o x e n  d r i f t s  a w a y  f r o m  4 - V P  a n d  s i m i l a r  t o  t h e  e f f e c t  s e e n  w i t h  
t h e  z - z  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n  i n  M e O H ,  t h e  r e c o m b i n a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e s  i s  b a s e d  o n  
p r o b a b i l i t y  g i v e n  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  r o t a t e  f r e e l y  a r o u n d  t h e  p e r i o d i c  b o x  w i t h  
a p p a r e n t  r a n d o m n e s s .  I n  f a c t  t h e  c o m p l e x  r e m a i n s  a t  a n  i n t e r m o l e c u l a r  d i s t a n c e  o f  
l e s s  t h a t  3 . 0  A  f o r  l e s s  t h a n  1 5 %  o f  t h e  s i m u l a t i o n  t i m e .  T h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  
s t r e n g t h  i s  v e r y  m u c h  m o d u l a t e d  b y  t h e  m e d i u m ,  i n  t h e  c a s e  o f  m e t h a n o l  u s e d  a s  t h e  
s o l v e n t ,  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 V P  d o e s  n o t  e x i s t  o r  i s  v e r y  
w e a k .  I t  i s  t h e r e f o r e  u n l i k e l y  t h a t  t h a t  t h i s  c o m p l e x  w o u l d  s e l f  a s s e m b l e  i n  a  s o l u t i o n  
o f  m e t h a n o l .  
5 . 4 . 2 . 3  N M R  a n a l y s i s  o f  h y d r o g e n  b o n d e d  c o m p l e x  c o n f i g u r a t i o n  
T o  s u p p o r t  t h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  p r e d i c t i o n  a g a i n  ' H  N M R  w a s  u s e d .  I n  t h i s  s t u d y ,  
t h e  c h e m i c a l  s h i f t  o f  t h e  - O H  p r o t o n  o f  n a p r o x e n  o n  c o m p l e x a t i o n  w i t h  d e u t e r a t e d  
p y r i d i n e  w a s  o b s e r v e d  i n  d 7 - D M F ,  M e O D  a n d  C D C 1 3 .  F i g u r e  5 . 1 0  s h o w s  t h e  
m a g n i t u d e  o f  t h e  s h i f t  o b s e r v e d  f o r  t h e  - O H  p r o t o n  w h e n  t h e  c o m p l e x  i s  s o l v a t e d  i n  
d 7 - D M F .  T h i s  e f f e c t  i s  n o t  o b s e r v e d  w h e n  d 7 - D M F  i s  r e p l a c e d  w i t h  M e O D .  A  c h a n g e  
i n  s h i f t  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h e  p r o t o n  i n  C D C 1 3 .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  
i n  t h i s  m e d i u m  a l s o .  
1 . 5 0  ?  
1  ,  I  I  1  
1  : o  1 : 1  1  : 2  1  : 4  1 : l O  
M o l e  r a t i o  N a p r o x e n :  d - p y r  
F i g u r e  5 . 1 0 :  s h o w s  t h e  s h i f t s  o f  t h e  P - O H  p r o t o n  w h e n  t i t r a t e d  a s  a b o v e  i n  d 7 - D M F ,  
M e O D  a n d  C D C 1 3  
T h i s  r e s u l t  s h o w s  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  p o r o g e n  i n  e n h a n c i n g  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e  p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  s h i f t  d o e s  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e  b e y o n d  a  1  :  1  r a t i o  o f  n a p r o x e n  t o  p y r i d i n e  i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  i s  
t h e  c o m p l e x  s t o i c h i o m e t r y  f o r  t h i s  c o n f i g u r a t i o n .  F i g u r e  5 . 1 0  i n d i c a t e s  t h a t  o n e  
m o l e c u l e  o f  p y r i d i n e  c a n  i n t e r a c t  s t r o n g l y  w i t h  o n e  m o l e c u l e  o f  n a p r o x e n  i n  D M F  a n d  
c h l o r o f o r m .  I n  p a r t i c u l a r  t h i s  d e m o n s t r a t e s  t h e  a d v a n t a g e  o f  e m p l o y i n g  a  p o l a r  a p r o t i c  
s o l v e n t  a s  b o t h  t y p e s  o f  i n t e r a c t i o n  a r e  s t a b i l i s e d  i n  D M F  i n  c o n t r a s t  t o  M e O H  a n d  
C H C 1 3 .  R e f e r r i n g  t o  t a b l e  5 . 1 ,  t h e  S n y d e r  p o l a r i t i e s  o f  b o t h  M e O H  a n d  D M F  a r e  
s i m i l a r  a n d  t h e  d i f f e r e n c e  l i e s  w i t h i n  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  s o l v e n t s .  
W h e n  4 V P  w a s  u s e d  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r ,  i t  c a n n o t  e f f e c t i v e l y  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
t e m p l a t e  i n  t h e  p r e - p o l y m e r i z a t i o n  m i x t u r e  i n  M e O H ,  t h u s  t h e  t e m p l a t e - m o n o m e r  
c o m p l e x  i s  n o t  f o r m e d .  I t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h e n  t h a t  a  p o l y m e r  g e n e r a t e d  f o r  
n a p r o x e n  u s i n g  4 V P  a s  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  m e t h a n o l  a s  p o r o g e n  w o u l d  h a v e  
l i t t l e  a f f i n i t y  f o r  t h e  t e m p l a t e .  A  f u r t h e r  p o i n t  o f  n o t e  i s  t h a t  n o  c h a n g e s  i n  s h i f t  f o r  t h e  
a l i p h a t i c  C H 3  a n d  C H  p r o t o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  N M R  t i t r a t i o n  s t u d y .  T h i s  i s  
i m p o r t a n t  b e c a u s e  a s  t h e s e  p r o t o n s  d o  n o t  m o v e  t h e  c o n c l u s i o n  o f  s e p a r a t e  . n - . n  
a r o m a t i c  a n d  H y d r o g e n  b o n d  f o r m a t i o n s  i s  m u c h  m o r e  l i k e l y .  
5 . 4 . 2 . 4  M D  s i m u l a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d e d  I  e l e c t r o s t a t i c  
c o m p l e x  i n  C h l o r o f o r m  
A s  t h e  N M R  s h o w e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  - O H  p r o t o n  o f  n a p r o x e n  a n d  t h e  
n i t r o g e n  o f  p y r i d i n e ,  f o r  c o m p l e t e n e s s ,  t h e  M D  s i m u l a t i o n  w a s  r e p e a t e d  i n  c h l o r o f o r m  
a n d  t h e  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 1  1  
M D  s i m u l a t i o n  t i m e  ( p s )  
F i g u r e  5 . 1 1 :  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  M D  s i m u l a t i o n s  f o r  t h e  h y d r o g e n  b o n d e d  c o n f i g u r a t i o n s  
i n  C H C 1 3 .  
T h i s  t r a j e c t o r y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  m o l e c u l e s  a r e  i n  r e l a t i v e l y  c l o s e  p r o x i m i t y  f o r  
t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  p r o d u c t i o n  r u n  a n d  t h e  f u r t h e s t  p o i n t  t h a t  t h e  c o m p l e x  d r i f t s  a p a r t  
t o  i s  6  A .  I m p o r t a n t l y ,  N M R  s t u d i e s  a r e  a g a i n  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  M D  s i m u l a t i o n  
d a t a  f o r  c h l o r o f o r m  i n d i c a t i n g  t h e  r e l a t i v e  s t a b i l i t y  o f  a  c o m p l e x .  H e n c e ,  t h e  p r e s e n c e  
o f  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  o r  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n  C H C 1 3  i s  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  M D  
s i m u l a t i o n  s i n c e  t h e  m o l e c u l e s  d o  n o t  r o t a t e  f r e e l y  a b o u t  t h e  b o x  ( a s  o b s e r v e d  f o r  
m e t h a n o l  i n  f i g u r e  5 . 9 ) .  S i n c e  t h e  d i s t a n c e s  a r e  m o r e  s t a b l e  i . e .  a v e r a g e  d i s t a n c e  o f  
3 . 5 A  i t  i s  h i g h l y  l i k e l y  t h a t  h y d r o g e n  b o n d i n g  c o n t r i b u t e s  t o w a r d s  a  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  i n  C H C 1 3 .  
N u m e r o u s  r e s e a r c h e r s ,  f o r  i n s t a n c e  J i e  e t  a l . ,  [ 1 1 8 ] ,  h a v e  s e l e c t e d  c h l o r o f o r m  a s  
s o l v e n t  c i t i n g  t h e  r e a s o n  t h a t  t h i s  p o r o g e n  w i l l  n o t  i n t e r f e r e  w i t h  h y d r o g e n  b o n d  
f o r m a t i o n .  T h i s  s t u d y  d i d  i n d e e d  s h o w  a  c h a n g e  i n  c h e m i c a l  s h i f t  o f  t h e  a m i n o  
p r o t o n s  o f  A p y  i n  C D C 1 3  w h e n  t i t r a t e d  w i t h  M A A .  T h i s  o b s e r v a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
h y d r o g e n  a n d l o r  n i t r o g e n  o f  t h e  a m i n o  g r o u p  o f  A p y  w e r e  i n v o l v e d  i n  h y d r o g e n -  
b o n d i n g  f o r m a t i o n  a n d  t h e  p y r i d i n e  n i t r o g e n  c o u l d  a l s o  b e  i n v o l v e d  i n  h y d r o g e n  
b o n d i n g  a s  a  h y d r o g e n  b o n d  a c c e p t o r .  T h e  s a m e  a u t h o r s  a l s o  s t a t e d  t h a t  t h e  n i t r o g e n  
a n d  t h e  s i d e - c h a i n  a m i n o  h y d r o g e n  c a u s e  c o o p e r a t i v e  h y d r o g e n  b o n d i n g  f o r m a t i o n  
w i t h  a c e t i c  a c i d  m d  d e d u c e d  t h a t  t h e  c o o p e r a t i v e  i n t e r a c t i o n  i s  m u c h  s t r o n g e r  t h a n  
s i n g l e  h y d r o g e n  b o n d i n g  a n d  c a n  p r o v i d e  i n t e r a c t i n g  b i n d i n g  s i t e s  o f  h i g h e r  
s e l e c t i v i t y  i n  t h e  r e s u l t i n g  p o l y m e r .  T h i s  w a s  c o n f i r m e d  b y  a  s p e c t r o p h o t o m t e t r i c  
m e t h o d .  
F r o m  t h e  m o d e l l i n g  a n d  N M R  d a t a  i n  t h i s  s t u d y  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e r e  w a s  a  
p o t e n t i a l  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 V P  i n  c h l o r o f o r m  a n d  t h e  
p r o b a b i l i t y  i s  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  b a s e d  o n  a  h y d r o g e n  b o d i n g  i n t e r a c t i o n .  I t  i s  
e x p e c t e d  h o w e v e r  t h a t  t h e  M I P  p r e p a r e d  i n  D M F  w i t h  4 V P  a s  m o n o m e r  w o u l d  s h o w  
e n h a n c e d  r e b i n d i n g  i n  a q u e o u s  m e d i a  i n  c o n t r a s t  t o  M I P S  p r e p a r e d  i n  M e O H  a n d  
C H C 1 3 .  
5 . 4 . 3  M o d e l l i n g  o u t l o o k  
T h e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  t e c h n i q u e s  t o  t h e  
e l u c i d a t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r e  a n d  n a t u r e  o f  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  y i e l d e d  
e n c o u r a g i n g  r e s u l t s .  F r o m  t h e  s t u d i e s  c o n d u c t e d  t h e  f o l l o w i n g  s t a t e m e n t s  c a n  b e  
m a d e  f r o m  o b s e r v a t i o n s  o f  t h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  o f  t h e  n a p r o x e d 4 V P  
s y s t e m  i n  D M F ,  m e t h a n o l  a n d  c h l o r o f o r m :  
T h e  H  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 V P  i n  a  p o l a r  s o l v e n t  ( m e t h a n o l )  
d o  n o t  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  i t  i s  p r o b a b l e  t h a t  h i g h l y  p o l a r  
s o l v e n t s  i n  f a c t  d i s r u p t  e f f e c t i v e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d s  
I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  . n - n  s t a c k i n g  w o u l d  b e  m o r e  s t a b l e  i n  p o l a r  s o l v e n t s .  T h i s  i s  
i n d e e d  t h e  c a s e  f o r  p o l a r  s o l v e n t s  r e l a t i v e  t o  n o n p o l a r  s o l v e n t s .  H o w e v e r ,  t h e  m o d e l  
h a s  s h o w n  t h a t  i t  i s  i n  f a c t  m o r e  s t a b l e  i n  a n  a p r o t i c  s o l v e n t  ( D M F )  t h a n  i n  m e t h a n o l .  
H y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n s  p l a y  a  f u r t h e r  a u g m e n t o r y  r o l e  i n  c o m p l e x  f o r m a t i o n  
a n d  s t a b i l i s a t i o n  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  4 - V P  i n  D M F  h e l p i n g  t o  s t a b i l i s e  t h e  n - n  
s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s .  H y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n  i s  a l s o  i m p o r t a n t  i n  d e v e l o p m e n t  
o f  a  c o m p l e x  i n  c h l o r o f o r m  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  b e h a v i o u r  o f  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  c o u l d  b e  
f o l l o w e d  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t  i n  t h e s e  s t u d i e s ,  w h i c h  m o d e l l i n g  b a s e d  o n  d o c k i n g  
s t u d i e s  a n d  e n e r g y  c a l c u l a t i o n s  d o e s  n o t  f u l l y  a l l o w .  
5 . 4 . 4  G e n e r a t i o n  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  i n  t h e  m o d e l l i n g  s t u d i e s  a  n u m b e r  o f  M I P S  w e r e  
p r e p a r e d .  T h e  M I P S  c o r r e s p o n d  t o  t h e  s y s t e m s  s t u d i e d  b y  M D  s i m u l a t i o n s .  T w o  o f  t h e  
s o l v e n t s  -  D M F  a n d  m e t h a n o l  -  u s e d  f o r  t h e  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  s t u d i e s  w e r e  
e m p l o y e d  a s  p o r o g e n s  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  w a s  u s e d  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  p o l a r  
a p r o t i c  s o l v e n t  D M F  p r o d u c e d  l a r g e r  s i z e d  b e a d s  ( t y p i c a l l y  o v e r  2 5  p m  i n  d i a m e t e r )  
b u t  w i t h  a  n a r r o w  s i z e  d i s t r i b u t i o n  ( o p t i c a l  o b s e r v a t i o n ) .  F i g u r e  5 . 1 2  a  s h o w s  a  
r e p r e s e n t a t i v e  f i e l d  v i e w  o f  t h e  b e a d  s i z e s  p r o d u c e d  b y  t h e  u s e  o f  D M F  a s  p o r o g e n .  
F i g u r e  5 . 1 2 b  s h o w s  a  z o o m  o f  t y p i c a l  s i z e d  b e a d s  p r o d u c e d .  T h e  h i g h l y  p o r o u s  
i n t e r i o r  o f  t h e  b e a d s  i s  d e m o n s t r a t e d  i n  f i g u r e  5 . 1 2 ~ .  A  d a m a g e d  b e a d  w a s  u s e d  t o  
a n a l y s e  t h e  i n t e r i o r  a n d  s h o w s  t h e  l a r g e  s u r f a c e  a r e a  a v a i l a b l e  f o r  a d s o r p t i o n .  W h e n  
m e t h a n o l  w a s  e m p l o y e d  a s  t h e  p o r o g e n  t h e  b e a d s  w e r e  g e n e r a l l y  s m a l l e r  b u t  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  s i z e  d i s t r i b u t i o n  r a n g e .  F u r t h e r m o r e  a  g r e a t e r  l e v e l  o f  a g g r e g a t e  
f o r m a t i o n  w a s  o b s e r v e d  ( f i g u r e  5 . 1 2 d ) .  R e p r e s e n t a t i v e  S E M  i m a g e s  o f  b o t h  t h e  D M F  
p o l y m e r  a n d  t h e  M e O H  p o l y m e r  a r e  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 1 2 .  

F i g u r e  S . 1 2 : T h e  S E M  i m a g e s  o b t a i n e d  f o r  t h e  p o l y m e r s  m a d e  i n  D M F  ( a )  ( b )  a n d  ( c )  
w h i l e  a  r e p r e s e n t a t i v e  s a m p l e  o f  t h e  M I P  g e n e r a t e d  i n  M e O R  i s  s h o w n  i n  ( d ) .  ( a )  ~ h o w s  
a  r e p r e s e n t a t i v e  n e l d  v i e w  o f  t h e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o b t a i n e d  u s i n g  D M P  a s  p o r o g e n .  ( b )  
s h o w s  a  c l o s e  u p  o f  t h e  m o r p h o l o g y  a n d  s i z e  o f  t h e  D M F  b e a d s .  ( c )  w a s  o b t a i n e d  b y  
f o c u s i n g  o n  a n  a r e a  o f  a  d a m a g e d  b e a d  a n d  s h o w s  t h e  h i g h l y  p o r o u s  i n t e r n a l  o f  t h e  
' b e a d .  
D i f f i c u l t i e s  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  b e a d e d  p o l y m e r s  
u s i n g  D M F  a n d  4 - v i n y l p y r i d i n e  t o g e t h e r  [ 2 4 4 ] .  H o w e v e r ,  r a t h e r  t h a n  a  f u n d a m e n t a l  
p r o b l e m  w i t h  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  t e c h n i q u e  w h e n  u s i n g  D M F ,  i t  w a s  d i s c o v e r e d  
t h a t  a  h i g h e r  r a t e  o f  a g i t a t i o n  p r o d u c e d  t h e  M I P  b e a d s  i n  t h e  d e s i r e d  f o r m a t .  T h e  u s e  
o f  D M F  d i d  p r o d u c e  b e a d s  w i t h  a  g r e a t e r  a v e r a g e  d i a m e t e r  t h a n  h a d  b e e n  o b s e r v e d  
w i t h  o t h e r  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  A C N  a n d  D M S O  h o w e v e r  i t  w a s  n o t e d  f r o m  
b o t h  S E M  i m a g e s  a n d  l i g h t  m i c r o s c o p y  t h a t  t h e  a v e r a g e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  D M F  
b e a d s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  s m a l l e r  [ 2 4 4 ] .  
A n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  r e d u c e  t h e  b e a d  s i z e  o f  t h e  D h 4 F  p o l y m e r i c  m a t e r i a l .  F o r  t h i s  
p u r p o s e  t h e  a m o u n t  o f  s u r f a c t a n t  w a s  v a r i e d .  R e d u c i n g  t h e  a m o u n t  t o  1 0  m g  l e d  t o  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  b e a d  f o r m a t i o n  w h i l e  i n c r e a s i n g  t h e  a m o u n t  t o  4 0  a n d  5 0  m g  d i d  n o t  
r e d u c e  t h e  b e a d  s i z e .  
5 . 4 . 5  M o r p h o l o g i c a l  a n d  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r s  
T h e  t w o  M I P s  ( a l o n g  w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l s )  w e r e  p r e p a r e d  b y  t h e  l i q u i d  
f l u o r o c a r b o n  s u s p e n s i o n  m e t h o d .  T h e y  w e r e  t e r m e d  t h e  D M F  M I P  a n d  M e O H  M I P .  
4 - V i n y l p y r i d i n e  w a s  u s e d  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  f o r  b o t h  p o l y m e r s .  T h e  p o r o s i t y  
o f  t h e  p o l y m e r s  w a s  s t u d i e d  b y  n i t r o g e n  a d s o r p t i o n  a n a l y s i s  a n d  t h e  a v e r a g e  p o r e  
d i a m e t e r s  a n d  s u r f a c e  a r e a s  f o r  a l l  o f  t h e  p o l y m e r s  g e n e r a t e d  ( a l o n g  w i t h  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l  n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r s )  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  5 . 2 .  
T a b l e  5 . 2 :  T h e  B E T  d a t a  o b t a i n e d  f o r  b o t h  M I P s  a n d  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l s  b y  
B E T  a n a l y s i s  
P o l y m e r  S u r f a c e  a r e a  T o t a l  p o r e  v o l u m e  A v e r a g e  p o r e  d i a m e t e r  
( m 2 / g )  ( c m 3 / g )  ( n m )  
D M F  M I P  3 3 7 . 3 6 8 1  0 . 9 1 0 0  
1 0 . 3 9 1 3  
D M F  C o n t r o l  
M e O H  M I P  
M e O H  C o n t r o l  
A  d i s t i n g u i s h i n g  f e a t u r e  o f  t h e  p o l y m e r s  i n  t h i s  s t u d y  i s  t h e  s i g n i f i c a n t l y  l a r g e r  
s u r f a c e  a r e a  f o r  t h e  b e a d e d  p o l y m e r  g e n e r a t e d  i n  D M F  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  M e O H  b e a d s  
i n d i c a t i n g  a  h i g h e r  a r e a  a v a i l a b l e  f o r  r e b i n d i n g  w i t h  t h e  D M F  b e a d s .  F r o m  t h i s  
i n v e s t i g a t i o n  t h e  g r e a t e r  a v e r a g e  p o r e  d i a m e t e r  a n d  t o t a l  p o r e  v o l u m e  o f  t h e  D M F  
p o l y m e r  i s  n o t a b l e .  G i v e n  t h a t  t h e  s a m e  r a t i o  o f  c r o s s - l i n k e r  ( E G D M A )  i s  e m p l o y e d  
f o r  b o t h  p o l y m e r i s a t i o n s ,  t h a t  t h e r e  w a s  n o  v a r i a t i o n  i n  t e m p e r a t u r e  a n d  t h a t  t h e  
v o l u m e  o f  p o r o g e n  w a s  c o n s t a n t ,  t h e  d i v e r g e n c e  i n  t h e  a b o v e  d a t a  i s  a  d i r e c t  r e s u l t  o f  
t h e  t y p e  o f  p o r o g e n  e m p l o y e d  i . e .  p o l a r  a p r o t i c  ( D M F )  o p p o s e d  t o  p o l a r  ( M e O H ) .  
W h i l e  t h e  A M B E R  d a t a  h a s  g e n e r a t e d  i n f o r m a t i o n  r e l a t i n g  t o  t h e  s t a b i l i t y  o f  a  
c o m p l e x  i n  e i t h e r  p o r o g e n ,  t h e  B E T  a n a l y s i s  h a s  p r o v i d e d  d a t a  t h a t  s h o w s  d i r e c t l y  t h e  
m o r p h o l o g i c a l  e f f e c t  t h a t  t h e  d i f f e r e n t  p o r o g e n s  h a v e  o n  t h e  s t r u c t u r e  a n d  p o r o s i t y  o f  
t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r s .  T h i s  r e s u l t  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e i r  a d s o r p t i o n  c a p a c i t y .  
F u r t h e r m o r e ,  g i v e n  t h e  i n c r e a s e d  a v e r a g e  p o r e  s i z e  o f  t h e  D M F  M I P  -  1 0 . 3 9  A ,  i t  i s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  t w o  c o m p o n e n t s  v i t a l  t o  t h e  m e m o r y  o f  a  M I P  e x c l u s i v e  
o f  t h e  c h o i c e  o f  o p t i m a l  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  T h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  
c o m p l e x  i n  t h e  p o r o g e n  a n d  t h e  p h y s i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r .  T h e s e  
c r i t e r i a  a r e  c o n t r o l l e d  b y  t h e  t y p e  o f  p o r o g e n i c  s o l v e n t  u s e d  f o r  t h e  p o l y m e r i s a t i o n .  
5 . 4 . 6  R e b i n d i n g  s t u d i e s  
I n  o r d e r  t o  t e s t  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  t h e  p o l y m e r s  i n  t e r m s  o f  t h e i r  r e l a t i v e  p e r c e n t a g e  
r e b i n d i n g  i n  c o m p a r i s o n  t o  c o n t r o l  p o l y m e r s  a  s e r i e s  o f  r e b i n d i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d .  I n i t i a l l y ,  a  b i n d i n g  c u r v e  a s  a  f u n c t i o n  o f  p o l y m e r  a m o u n t  w a s  d e t e r m i n e d  
i n  o r d e r  t o  s e l e c t  t h e  m o s t  s u i t a b l e  q u a n t i t y  o f  p o l y m e r  r e q u i r e d  f o r  f u r t h e r  b i n d i n g  
s t u d i e s .  T h i s  w a s  p e r f o r m e d  f o r  b o t h  t h e  D M F  a n d  M e O H  M I P S  a n d  c o n t r o l s  i n  
o r g a n i c  a n d  a q u e o u s  m e d i a .  
5 . 4 . 6 . 1  
R e b i n d i n g  w i t h  t h e  D M F  M I P  
T h e  r e s u l t s  f o r  t h e  r e b i n d i n g  t o  t h e  D M F  M I P  u n d e r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s  a r e  p r e s e n t e d  
i n  f i g u r e  5 . 1  4 .  
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P o l y m e r  a m o u n t  ( m g )  
F i g u r e  5 . 1 4  T h e  b i n d i n g  o f  n a p r o x e n  t o  t h e  b e a d e d  M I P S  u n d e r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s  
p o l y m e r s  g e n e r a t e d  i n  D M F .  F o r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  r e b i n d i n g  w a s  a s s e s s e d  i n  
D M F .  K e y  b l a c k  l i n e  M I P  r e b i n d i n g ,  R e d  l i n e  c o n t r o l  r e b i n d i n g .  
H e r e  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  o p t i m u m  a m o u n t  o f  p o l y m e r  f o r  u s e  i n  r e b i n d i n g  i s  0 . 2 5 -  
0 . 5  m g  s i n c e  a b o v e  t h i s  a m o u n t  a  l a r g e  i n c r e a s e  i n  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  i s  o b s e r v e d .  
O n  t h e  b a s i s  o f  r e s u l t s  i n  c h a p t e r  4 ,  t h e  o p t i m u m  s o l u t i o n  t o  u s e  f o r  r e b i n d i n g  i s  
p r o b a b l y  D M F  ( f i g u r e  5 . 1 4 a ) .  I t  i s  a  w e l l  e s t a b l i s h e d  f a c t  t h a t  M I P S  p e r f o r m  w e l l  ( i n  
t e r m s  o f  r e b i n d i n g )  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  s o l v e n t  r e l a t i v e  t o  
o t h e r  s o l v e n t s .  
I m p o r t a n t l y ,  t h i s  i s  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  a  a  s w e l l i n g  e f f e c t  a s  w h e n  t h e  r e b i n d i n g  w a s  
a s s e s s e d  i n  a c e t o n i t r i l e  n o  s p e c i f i c  u p t a k e  w a s  o b s e r v e d .  T h i s  i s  a  n o t a b l e  p o i n t  a s  
a c e t o n i t r i l e  i s  a l s o  a  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t  w i t h  a  l o w  p r o p e n s i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  
b o n d  i n t e r a c t i o n s .  O t h e r  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  T H F  w e r e  n o t  t e s t e d .  W h e n  
u p t a k e  w a s  a s s e s s e d  i n  m e t h a n o l  n o  r e b i n d i n g  b e y o n d  c o n t r o l  l e v e l s  w a s  o b s e r v e d .  
R e b i n d i n g  w a s  a l s o  o b s e r v e d  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  a n d  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 1 5 .  
P o l y m e r  a m o u n t  ( m u )  
F i g u r e  5 . 1 5  t h e  b i n d i n g  o f  n a p r o x e n  t o  t h e  b e a d e d  M I P S  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  f o r  
p o l y m e r  g e n e r a t e d  i n  D M F .  F o r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s ,  t h e  r e b i n d i n g  w a s  a s s e s s e d  i n  0 . 1 M  
c i t r a t e  b u f f e r  p H  6 . 8  c o n t a i n i n g  1 0 %  e t h a n o l  a n d  0 . 0 5 %  T w e e n  2 0 .  K e y  b l a c k  l i n e  R l I P  
r e b i n d i n g ,  R e d  l i n e  c o n t r o l  r e b i n d i n g  
A t  h i g h e r  a m o u n t s  o f  p o l y m e r  i t  w a s  n o t e d  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  n o n - s p e c i f i c  
b i n d i n g ,  h o w e v e r  t h e  s p e c i f i c  u p t a k e  r e m a i n s  h i g h  a t  0 . 2 5 - 0 . 5  m g  a n d  i s  e v i d e n c e  t h a t  
t h i s  M P  c o u l d  b e  e m p l o y e d  i n  a n  a q u e o u s  b a s e d  r e b i n d i n g  a s s a y .  A s  d i s c u s s e d  e a r l i e r  
o n e  o f  t h e  o u t s t a n d i n g  a d v a n t a g e s  o f  M I P S  i s  t h e i r  a b i l i t y  t o  b e  a p p l i e d  t o  b i n d i n g  
a s s a y s  i n  o r g a n i c  o r  a q u e o u s  m e d i a .  T h i s  i s  a  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e  o v e r  a n t i b o d i e s  
w h i c h  d o  n o t  p e r f o r m  w e l l  i n  o r g a n i c  c o n d i t i o n s .  
5 . 4 . 6 . 2  
R e b i n d i n g  w i t h  t h e  M e O H  M I P  
R e g a r d i n g  t h e  M I P  p r e p a r e d  i n  m e t h a n o l ,  o n l y  l o w  l e v e l s  o f  r e b i n d i n g  w e r e  o b s e r v e d  
m e t h a n o l  -  f i g u r e  5 . 1 6  
P o l y m e r  a m o u n t  ( m g )  
F i g u r e  5 . 1 6  t h e  b i n d i n g  o f  n a p r o x e n  t o  t h e  b e a d e d  M I P S  u n d e r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s  a n d  
f o r  p o l y m e r s  g e n e r a t e d  i n  M e O H .  F o r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  r e b i n d i n g  w a s  a s s e s s e d  i n  
M e O H  
S o m e  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  ( i n  t h e  r e g i o n  o f  1 0 %  a b o v e  c o n t r o l  l e v e l s )  w a s  n o t e d  w h e n  
m e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  t h e  r e b i n d i n g  s o l v e n t .  T h i s  o n l y  o c c u r r e d  a t  q u a n t i t i e s  o f  
p o l y m e r  b e t w e e n  0 . 2 5  a n d  l m g .  B e l o w  t h i s  a m o u n t  n o  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  w a s  s e e n  
a n d  a b o v e  t h i s  a m o u n t  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  i n c r e a s e d  s t e a d i l y .  T h e  u p t a k e  w a s  
a l s o  a s s e s s e d  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  a n d  t h e  r e b i n d i n g  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 1 7  
P o l y m e r  a m o u n t  ( m g )  
F i g u r e  5 . 1 7  T h e  b i n d i n g  o f  n a p r o x e n  t o  t h e  b e a d e d  M I P S  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  f o r  
p o l y m e r s  g e n e r a t e d  i n  M e O H .  F o r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  t h e  r e b i n d i n g  w a s  a s s e s s e d  i n  
0 . 1 M  c i t r a t e  b u f f e r  p H  6 . 8  c o n t a i n i n g  1 0 %  e t h a n o l  a n d  0 . 0 5 %  T w e e n  2 0 .  K e y  b l a c k  l i n e  
M I P  r e b i n d i n g ,  R e d  l i n e  c o n t r o l  r e b i n d i n g .  
T h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  a n d  ' H  N M R  t i t r a t i o n s  h a d  p r e d i c t e d  t h a t  t h e  
D M F  M I P  w o u l d  b e  s u p e r i o r  t o  t h e  M e O H  M I P  a n d  t h i s  h a s  s h o w n  t o  b e  t h e  c a s e  i n  
t e r m s  o f  r e b i n d i n g .  T h e  D M F  MZP h a s  o u t p e r f o r m e d  t h e  M e O H  M I P  i n  t h a t  i t  h a s  
p r o v e d  e f f e c t i v e  f o r  s p e c i f i c  n a p r o x e n  u p t a k e  i n  b o t h  a q u e o u s  a n d  o r g a n i c  c o n d i t i o n s .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  j u d i c i o u s  s e l e c t i o n  o f  p o r o g e n  i s  d i r e c t l y  d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s  
s t u d y  s h o w i n g  t h a t  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  c a n  b e  p r e s e r v e d  ( e n h a n c e d )  u n d e r  t h e  
c o r r e c t  s o l v a t i o n  c o n d i t i o n s .  T h e  M e O H  M I P  s h o w e d  o n l y  m a r g i n a l  s p e c i f i c  u p t a k e  
u n d e r  o r g a n i c  c o n d i t i o n s  ( M e O H )  a n d  l e s s  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  
5 . 4 . 6 . 3  N a p r o x e n  d i s p l a c e m e n t  s t u d y .  
I n  o r d e r  t o  e x a m i n e  t h e  c r o s s  r e a c t i v i t y  o f  t h e  D M F  M I P  f o r  n a p r o x e n  t o w a r d s  s i m i l a r  
c o m p o u n d s ,  a  d i s p l a c e m e n t  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d .  T h i s  w a s  d o n e  u s i n g  t w o  o f  t h e  
s t r u c t u r a l  a n a l o g u e s  o f  n a p r o x e n  n a m e l y  i b u p r o f e n  a n d  k e t o p r o f e n  a l o n g  w i t h  t h e  
n o n - s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  c o m p o u n d  c a f f e i n e .  R e b i n d i n g  i n  M I P S  i s  d e p e n d e n t  o n  t w o  
e v e n t s  -  n a m e l y ,  t h e  f u n c t i o n a l i t y  i m p a r t e d  t o  t h e  p o l y m e r  b y  t h e  i n c o r p o r a t e d  
f u n c t i o n a l  g r o u p s  a n d  t h e  s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  i m p a r t e d  b y  t h e  s h a p e  o f  t h e  
t e m p l a t e .  I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  M I P  w o u l d  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  i t s  
a n a l o g u e s .  T h e  r e s u l t  o f  t h e  d i s p l a c e m e n t  a s s a y  i s  p r e s e n t e d  i n  f i g u r e  5 . 1 8 .  
D i s p l a c e r  c o n c e n t r a t i o n  ( u g l m L )  
F i g u r e  5 . 1 8 :  F i g u r e  7 :  T h e  %  n a p r o x e n  b o u n d  a s  a  f u n c t i o n  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  d i s p l a c e r  f r o m  a n  o r i g i n a l  2 0 0  m g / L  s o l u t i o n  i n  O . 1 M  c i t r a t e  b u f f e r  p H  6 . 8  c o n t a i n i n g  
1 0 %  e t h a n o l  a n d  0 . 0 5 %  T w e e n  2 0 .  K e y  I  +c"'n1-"'4""-c h u u n n n  1, 
F r o m  t h e  s t u d y ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h e  u n r e l a t e d  c o m p o u n d  c a f f e i n e  l e a d s  t o  n e g l i g i b l e  
d i s p l a c e m e n t  o f  n a p r o x e n  u n t i l  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0 0  p g / m L  c a f f e i n e  i s  r e a c h e d  a n d  
e v e n  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0 0 0  p g / r n L  c a f f e i n e  a  d e c r e a s e  o f  o n l y  1 0 %  f i o m  t h e  
o r i g i n a l  b o u n d  n a p r o x e n  c o n c e n t r a t i o n  i s  o b s e r v e d .  I t  i s  n o t a b l e  t h a t  i b u p r o f e n  
d i s p l a c e s  a  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  a m o u n t  o f  n a p r o x e n  f i o m  t h e  M I P  t h a n  k e t o p r o f e n ,  
t h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  e v i d e n t  a t  c o n c e n t r a t i o n s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  n a p r o x e n  ( 2 0 0  p g / m L ) .  
T h i s  i s  a t t r i b u t e d  t o  a  s i z e  e x c l u s i o n  e f f e c t ,  g i v e n  t h a t  i b u p r o f e n  h a s  a  s i m i l a r  
m o l e c u l a r  v o l u m e  t o  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n  i s  a  m o r e  b u l k y  m o l e c u l e  w i t h  a  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  s h a p e .  I n t e r e s t i n g l y  a t  a n  i b u p r o f e n  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0 0 0  
p g / m L  a p p r o x i m a t e l y  4 5 %  o f  t h e  o r i g i n a l l y  b o u n d  n a p r o x e n  h a s  b e e n  d i s p l a c e d  
i n d i c a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  f o r  c r o s s  r e a c t i v i t y  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n .  
F u r t h e r m o r e ,  s i n c e  t h e  m o d e l l i n g  d a t a  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n s  a r e  . n - n  s t a c k i n g  a n d  a  c o n t r i b u t i o n  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  o f  e l e c t r o s t a t i c  
i n t e r a c t i o n  a n d  p o t e n t i a l l y  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  i b u p r o f e n  w i l l  f o r m  a  s t r o n g e r  
i n t e r a c t i o n  w i t h  4 V P  t h a n  k e t o p r o f e n .  T h e  k e t o p r o f e n  t h e  m o l e c u l e  c o n t a i n s  a n  
e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  c a r b o n y l  g r o u p  b e t w e e n  t h e  t w o  a r o m a t i c  r i n g s .  T h i s  w i l l  s e r v e  
t o  a l s o  r e d u c e  t h e  l e v e l  o f  i n t e r a c t i o n  w i t h  4 V P .  T h e  " o p t i m a l  s p a t i a l  f i t "  t h e o r y  ( s e e  
c h a p t e r  6  -  n e x t  c h a p t e r )  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  a n a l y s i s  o f  t h e  r o l e  o f  s h a p e  
c o m p l e m e n t a r i t y  i n  s e l e c t i v e  r e b i n d i n g  i n  M I P S  a n d  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  
a  s i m i l a r  e f f e c t  i s  i n  o p e r a t i o n .  E s s e n t i a l l y ,  k e t o p r o f e n  w i l l  n o t  f i t  i n t o  t h e  c a v i t y  
g e n e r a t e d  b y  n a p r o x e n  b e c a u s e  o f  i t s  e x t r a  s i z e  a n d  b u l k ,  b u t  a l s o  b e c a u s e  o f  i t s  s h a p e  
a n d  i t  i s  e x c l u d e d  f r o m  t h e  c a v i t y  b y  s t e r i c  h i n d r a n c e .  I b u p r o f e n  b e i n g  o f  s i m i l a r  
m o l e c u l a r  v o l u m e  w i l l  f i t  i n t o  t h e  n a n o c a v i t y  a n d  c a n  i n d e e d  m a n o e u v r e  w i t h i n  t h e  
c a v i t y .  H o w e v e r ,  a s  i t s  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  i s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  t o  t h a t  o f  n a p r o x e n  
r e b i n d i n g  w i l l  h a v e  t o  o v e r c o m e  a n  e x t r a  t h e r m o d y n a m i c  b a r r i e r  h e n c e  a  l o w e r  l e v e l  
o f  r e b i n d i n g  i s  o b s e r v e d .  T h e  m o l e c u l e  e x h i b i t i n g  t h e  o p t i m a l  s p a t i a l  f i t ,  i n  t h i s  c a s e  
n a p r o x e n ,  w i l l  d e m o n s t r a t e  a  b e t t e r  f i t  t o  t h e  s h a p e  o f  t h e  b i n d i n g  c a v i t y .  
5 . 4 . 7  N a p r o x e n  M I P  p r o p e r t i e s  -  c h r o m a t o g r a p h i c  e v a l u a t i o n  
F o r  c h r o m a t o g r a p h i c  e v a l u a t i o n  o f  t h e  p o l y m e r s ,  b o t h  o f  t h e  n a p r o x e n  M I P S  w e r e  
s l u r r y  p a c k e d  i n t o  H P L C  c o l u m n s  o f  d i m e n s i o n s  1 0 0  x  4 . 6  m r n  i . d .  T h e  a i m  o f  t h e  
s t u d y  w a s  t o  c o m p a r e  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  M I P  p r e p a r e d  i n  D M F  
a n d  t h a t  p r e p a r e d  i n  M e O H  i n  t e r m s  o f  r e s o l u t i o n  b e t w e e n  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n .  
I b u p r o f e n  w a s  c h o s e n  a s  i t  s h o w e d  a  g r e a t e r  p o t e n t i a l  f o r  c r o s s  r e a c t i v i t y  i n  t h e  
n a p r o x e n  d i s p l a c e m e n t  s t u d y  t h a n  k e t o p r o f e n .  1 0  p1 o f  a  1 0  p g / r n L  m i x t u r e  o f  b o t h  
n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n  w a s  i n j e c t e d  o n  t o  t h e  c o l u m n .  T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  
a c e t o n i t r i l e  ( 1 %  a c e t i c  a c i d )  a n d  m e t h a n o l  w a s  u s e d  a s  a  v o i d  m a r k e r .  T h e  f l o w  r a t e  
w a s  1 . 0  m l l m i n .  T h e  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  t h e  c o m p o u n d s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  t a b l e  5 . 3 .  
T a b l e  5 . 3  R e t e n t i o n  t i m e s  o f  c o m p o u n d s  o n  i m p r i n t e d  a n d  c o n t r o l  p o l y m e r  
c o l u m n s  f o r  b o t h  t h e  D M F  a n d  M e O H  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
D M F  C O N  
P o l y m e r  
A n a l y t e  R t  ( m i n )  
D M F  M I P  
V o i d  1 . 8 7  
N a p r o x e n  1 3 . 3  0  
I b u p r o f e n  7 . 3 0  
V o i d  1 . 4 1  
N a p r o x e n  5 . 0 1  
I b u p r o f e n  3 . 0 8  
M e O H  M I P  V o i d  2 . 8 1  
N a p r o x e n  4 . 5 9  
I b u p r o f e n  - 7 . 2 0  
M e O H C O N  V o i d  2 . 1 9  
N a p r o x e n  2 . 6 7  
I b u p r o f e n  - 4 . 9 0  
T h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r  p r e p a r e d  i n  D M F  s h o w s  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  r e t e n t i o n  o f  b o t h  
i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  t h a n  t h e  c o r r e s p o n d i n g  n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r .  F i g u r e  5 . 1 9  
b e l o w  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  w h e n  a  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  1 0  p g / m L  o f  
n a p r o x e n  a n d  1 0  p g l m L  o f  i b u p r o f e n  w e r e  i n j e c t e d  o n t o  t h e  D M F  M I P  c o l u m n .  F o r  
t h e  c o n t r o l  ( n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r ) ,  1 0  p l  o f  2  p g / d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e a c h  w e r e  
i n j e c t e d .  T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  r e t e n t i o n  t i m e s  i n d i c a t e s  t h e  i m p r o v e d  r e t e n t i o n  o f  t h e  
a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  ( n a p r o x e n )  i n  t h e  D M F  M I P  o v e r  t h e  M e O H  M I P  a n d  t h e  i m p r o v e d  
r e t e n t i o n  o f  t h e  M I P S  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  c o n t r o l s .  
1 5  2 0  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 1 9 :  s h o w s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n  u s i n g  A C N ; A c O H  ( 9 9 : l )  
m o b i l e  p h a s e  o n  t h e  I M P  i m p r i n t e d  w i t h  4 W  i n  D M .  a l o n g s i d e  t h e  c o n t r o l  n o n -  
i m p r i n t e d  p o l y m e r .  
D M F  M I e  C o l u m n  
D M F  C o n t r o l  c o l u m n  
I n  o r d e r  t o  a s s i g n  t h e  p e a k s ,  i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  w e r e  i n j e c t e d  i n d i v i d u a l l y  a s  
s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 2 0  a  ( n a p r o x e n )  a n d  b  ( i b u p r o f e n )  
0  5  1 0  1 5  2 0  2 5 ,  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 2 0  s h o w s  t h e  s i n g l e  i n j e c t i o n  o f  n a p r o x e n  ( a )  a n d  i b u p r o f e n  ( b )  o n  t h e  M I P  i m p r i n t e d  
w i t h  4 V P  i n  D M F  u s i n g  A C N  ( 1 0 0 )  a s  m o b i l e  p h a s e  
N o t e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  r e t e n t i o n  t i m e  b e t w e e n  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  t h e  s i n g l e  i n j e c t i o n s .  
T h i s  i s  a  r e s u l t  o f  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  1 %  A c O H  t o  t h e  A C N  t o  r e d u c e  t h e  t a i l i n g .  T h e  
s e p a r a t i o n  o f  i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  o n  t h e  s a m e  M I P  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  a c e t i c  
a c i d  c a n  b e  s e e n  i n  f i g u r e  5 . 2 1  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 2 1 ;  s h o w s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n  u s i n g  1 0 0 %  A C N  m o b i l e  
p h a s e  o n  t h e  M I P  i m p r i n t e d  w i t h  4 V P  i n  D M F  
I t  i s  o b v i o u s  t h e o  t h a t  t h e  a d d i t i o n  . o f  1 %  a c e t i c  m i d  d m s  Eairing p r o b h i y  b y  
& g  n o n - s p e c S ~  b i n d i n g  a n d  i n h i b i t i n g  w e a k  i n t d o n s .  
T h e  H P L C  a n a l y s i s  w a s  a l s o  c o n d u c t e d  o n  t h e  M I P  p r e p a r e d  i n  M e O H .  T h e  
c o n d i t i o n s  w e r e  a s  d e s c r i b e d  a n d  t h e  r e s u l t  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5 . 2 2  b e l o w .  
R e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 2 2 :  s h o w s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  n a p r o x e n  a n d  i b u p r o f e n  o n  t h e  M I P  i m p r i n t e d  
w i t h  4 V P  i n  M e O H  u s i n g  A C N :  A c O H  ( 9 9 : l )  a s  t h e  m o b i l e  p h a s e  a l o n g s i d e  t h e  c o n t r o l  
n o n - i m p r i n t e d  p o l y m e r .  
- .  
-  
- & & O H  
C o l u m n  .  .  -  -  - -  M e O H  C o n t r o l  C o l u m n  
N o t e  i n  f i g u r e  5 . 2 2  i d e n t i f i c a t i o n  o f  n a p r o x e n  w a s  i d e n t i f i e d  b y  a s  t h e  g r e a t e r  o f  t h e  
p e a k s  d u e  t o  i t s  h i g h e r  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  a n d  s i n g l e  i n j e c t i o n s  w e r e  n o t  
p e r f o r m e d .  T h e  c o n t r o l  p o l y m e r  s h o w e d  n o  r e t e n t i o n  o f  e i t h e r  a n a l y t e  
I t  i s  a p p a r e n t  f r o m  f i g u r e s  5 . 1 9  a n d  5 . 2 2  t h a t  t h e  M I P  p r e p a r e d  i n  D M F  d i s p l a y e d  
g r e a t e r  a f f i n i t y  f o r  n a p r o x e n  t h a t  t h a t  p r e p a r e d  i n  M e O H .  T h i s  i s  s h o w n  b y  t h e  g r e a t e r  
r e t e n t i o n  t i m e  s e e n  f o r  n a p r o x e n  ( t a b l e  5 . 1 7  a n d  t h e  a b o v e  f i g u r e s ) .  U s i n g  t h e  
p a r a m e t e r s  f o r  e v a l u a t i o n  -  c a p a c i t y  f a c t o r  ( k ' ) ,  s e p a r a t i o n  f a c t o r  ( a )  a n d  r e t e n t i o n  
i n d e x  ( R I )  t h e  r e s u l t s  w e r e  f u r t h e r  p r o c e s s e d  t o  f a c i l i t a t e  a  s i m p l e  c o m p a r i s o n  o f  M I P  
p r o p e r t i e s .  T h e s e  c a l c u l a t e d  p a r a m e t e r s  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  5 . 4  
T a b l e  5 . 4  
S u m m a r y  o f  c a p a c i t y  f a c t o r s ,  s e p a r a t i o n  f a c t o r s  a n d  r e t e n t i o n  
i n d i c e s  f o r  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  s t u d y  o f  t h e  n a p r o x e n  M I P  p r e p a r e d  i n  D M P .  
V a l u e s  o b t a i n e d  f r o m  f i g u r e  5 . 1 9  
A n a l y t e  t c t l  k ' c n  t i m p  k '  t ~  aimp 
D M F  M e O H  1 . 2  1 . 4  
N a p r o x e n  
5 . 2  
3 . 3 3  1 3 . 1  
8 . 3 6  
2 . 2 2  2 . 0 2  
I b u p r o f e n  
3 . 0  
1 . 5  
7 . 2  
4 . 1 4  
-  -  
I n  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  v a l u e s  i n  t h i s  s t u d y  t h e  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  d i s p l a y e d  g r e a t e r  
a f f i n i t y  f o r  t h e  t e m p l a t e  m o l e c u l e ,  n a p r o x e n  o v e r  t h e  a n a l o g u e  i b u p r o f e n .  T h i s  i s  
e v i d e n t  i n  t h a t  t h e  r e t e n t i o n  i n d i c e s  f o r  i b u p r o f e n  a r e  l e s s  t h a n  o n e .  
T h e  v a l u e s  f r o m  t h e  H P L C  s t u d i e s  c o r r o b o r a t e  t h e  f i n d i n g s  o f  t h e  N M R  s t u d i e s  a n d  
A M B E R  m o d e l l i n g  i n  s h o w i n g  t h a t  t h e  u s e  o f  D M F  a s  p o r o g e n  i n d u c e s  a  g r e a t e r  
i m p r i n t i n g  e f f i c i e n c y  t h a n  M e O H .  I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  n - z  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  a r e  
s t a b i l i s e d  i n  D M F  w h e r e a s  t h e  M e O H  e n v i r o n m e n t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  
i n c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  c o n f o r m a t i o n .  
5 . 5  C o n c l u s i o n  
T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  u s i n g  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  ( w i t h  e x p l i c i t  
s o l v e n t )  
a n d  p h y s i c a l  m e a s u r e m e n t s  t h e  e f f e c t  o f  p o r o g e n i c  s o l v e n t s  o n  M I P  
r e b i n d i n g  a n d  r e t e n t i o n  b e h a v i o u r .  A  s i g n i f i c a n t  a c h i e v e m e n t  w a s  i n  d e m o n s t r a t i n g  
d i r e c t l y  t h a t  t h e  s t a b i l i s a t i o n  o f  a  P P C  i n t e r a c t i o n  i n  a  p a r t i c u l a r  s o l v e n t  c o u l d  
c o n s i d e r a b l y  a f f e c t  t h e  l a t e r  r e b i n d i n g .  T h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  w o r k  h a v e  s h o w n  
t h e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  u s e  o f  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  i n  e n h a n c i n g  t h e  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s i n g  c o m p l e x .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  
t y p e  o f  p o r o g e n  e m p l o y e d  i s  o f  v i t a l  i m p o r t a n c e  t o  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  s u c c e s s f u l  
i m p r i n t .  T h e r e  a r e  t w o  r e a s o n s  f o r  t h e  i m p o r t a n c e  o f  p o r o g e n .  F i r s t l y ,  t h e  s t a b i l i t y  o f  
t h e  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  i n  t h e  p o r o g e n  w i l l  d i r e c t l y  a f f e c t  
t h e  a f f i n i t y  o f  t h e  r e s u l t a n t  p o l y m e r  f o r  t h e  t e m p l a t e .  S e c o n d l y ,  t h e  t y p e  o f  p o r o g e n  
u s e d  w i l l  g o v e r n  t h e  a d s o r p t i o n  c a p a c i t y  i n  t e r m s  o f  t h e  p o r o s i t y  a n d  s u r f a c e  a r e a  o f  
t h e  p o l y m e r .  R e c e n t  d a t a  s u g g e s t s  t h a t  p o l a r  a p r o t i c  s o l v e n t s  s u c h  a s  D M F  a n d  
a c e t o n i t r i l e  c a n  e n h a n c e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  s t r o n g  c o m p l e x  b y  h a v i n g  a  l o w  
p r o p e n s i t y  t o  f o r m  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  t h e  t e m p l a t e  o r  m o n o m e r  a n d  b y  a l l o w i n g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s .  H o w e v e r  o t h e r  s o l v e n t s  s u c h  a s  m e t h a n o l  
a n d  n o n p o l a r  s o l v e n t s  l i k e  c h l o r o f o r m  a n d  t o l u e n e  h a v e  r e c e i v e d  m u c h  a t t e n t i o n  i n  
t h e  l i t e r a t u r e .  T h i s  s t u d y  h a s  s e l e c t e d  D M F  ( p o l a r  a p r o t i c )  a n d  m e t h a n o l  ( p o l a r  p r o t i c )  
a n d  s h o w n  t h a t  t e m p l a t e  m o n o m e r  c o m p l e x  i s  m o r e  s t a b l e  i n  D M F .  F u r t h e r m o r e  i t  
h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  a  n - n :  s t a c k i n g  e f f e c t  a n d  t h a t  i t  i s  
t h i s  c o m p l e x  t h a t  i s  b r o k e n  u p  i n  m e t h a n o l  m o r e  e a s i l y  t h a n  i n  D M F .  
I n  a d d i t i o n  t h e  M D  s i m u l a t i o n ,  ' H  N M R  t i t r a t i o n  s t u d i e s  s h o w  u p f i e l d  s h i f t s  o f  
n a p r o x e n  a r o m a t i c  p r o t o n s  i n  d 7 - D M F  a n d  n o t  i n  M e O D  c o n s i s t e n t  w i t h  a  n - n :  
e l e c t r o n  d e l o c a l i s a t i o n  e f f e c t  r e d u c i n g  t h e  s h i e l d i n g  o n  t h e  a r o m a t i c  p r o t o n s  a n d  
h e n c e  r e s o n a t i n g  f u r t h e r  u p f i e l d .  M I P S  w e r e  p r o d u c e d  n o n - c o v a l e n t l y  i n  b e a d e d  f o r m  
u s i n g  a  s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  e m p l o y i n g  a  p e r f l u o r o c a r b o n  a s  a  c o n t i n u o u s  
p h a s e .  T h i s  m e t h o d  w a s  s h o w n  t o  b e  c o m p a t i b l e  w i t h  b o t h  s o l v e n t s  e m p l o y e d .  D M F  
p r o d u c e d  b e a d s  w h i c h ,  w h i l e  l a r g e  ( c . 2 5  p m )  i n  d i a m e t e r  h a d  a  s m a l l e r  s i z e  
d i s t r i b u t i o n  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  b e a d s  p r o d u c e d  u s i n g  m e t h a n o l ,  w h i c h  d i s p l a y e d  a  
l a r g e  s i z e  d i s t r i b u t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  a d a p t  t h e  
s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  t e c h n i q u e  w i t h  m i n i m u m  w o r k  t o  i n c l u d e  b o t h  D M F  a n d  
4 - V i n y l p y r i d i n e  i n  t h e  p o l y m e r i s a t i o n  m i x t u r e .  I n  t e r m s  o f  r e b i n d i n g  s t u d i e s ,  t h e  
D M F  M I P  w a s  s h o w n  t o  b e  s e l e c t i v e  i n  c o m p a r i s o n  t o  c o n t r o l  n o n - i m p r i n t e d  
p o l y m e r s  w i t h  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  i n c r e a s i n g  w i t h  b o t h  i n c r e a s e d  a m o u n t s  o f  
p o l y m e r  u s e d  i n  t h e  b i n d i n g  a s s a y  a n d  a n  i n c r e a s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  n a p r o x e n .  In 
a d d i t i o n  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  D M F  M I P  f o r  n a p r o x e n  o v e r  t h e  s t r u c t u r a l l y  r e l a t e d  
c o m p o u n d s  i b u p r o f e n  a n d  k e t o p r o f e n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d .  
T h e  o v e r a l l  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  w o r k  i s  t h a t  c o m p u t a t i o n a l  p r e d i c t i o n s  a r e  n o w  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  e x p e r i m e n t a l l y  d e r i v e d  d a t a .  T h e r e  i s  a l s o  r o o m  f o r  s i g n i f i c a n t  f u t u r e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  M D  t e c h n i q u e  a s  a p p l i e d  t o  m o d e l l i n g  P P C  i n t e r a c t i o n s .  T h e  
a b o v e  r e s u l t s  r e p r e s e n t  a  m u c h - s i m p l i f i e d  a p p r o a c h  i n  t h a t  e a c h  s o l v e n t  b o x  c o n t a i n s  
j u s t  o n e  c o m p l e x .  F u t u r e  w o r k  c o u l d  m o d e l  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  h i g h e r  o r d e r  c o m p l e x e s .  
I t  i s  v e r y  p o s s i b l e  t h a t  r a t i o s  s u c h  a s  2 : 2  r a t h e r  t h a n  1 : l  c o u l d  e x i s t .  E x p e r i m e n t a l  
s u p p o r t  f o r  t h i s  p h e n o m e n o n  m i g h t  b e  p r o v i d e d  b y  X - r a y  c r y s t a l l o g r a p h y .  T h e  
c o m b i n a t i o n  o f  m o d e l l i n g  a n d  X - r a y  p r o v i d e s  a n  i n t e r e s t i n g  o p p o r t u n i t y  t o  a c t u a l l y  
d e d u c e  n o t  o n l y  t h e  r a t i o  b u t  a l s o  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  P P C .  
F u r t h e r  d e v e l o p m e n t s  i n  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a r e  a l l o w i n g  t h e  s i m u l a t i o n  o f  m o r e  
t h a n  o n e  b o x  a t  a  t i m e .  F o r  i n s t a n c e ,  i n  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  t h e  m o l e c u l e s  a r e  n o t  
p e r m i t t e d  t o  l e a v e  t h e  b o x .  I f  a  " m u l t i - b ~ x ~ ~  a p p r o a c h  w a s  e m p l o y e d  t h e n  a  m o l e c u l e  
c o u l d  l e a v e  a  b o x  b u t  a u t o m a t i c a l l y  e n t e r  f r o m  t h e  o t h e r  s i d e  t h u s  m a i n t a i n i n g  t h e  
t o t a l  n u m b e r  o f  m o l e c u l e s .  T h i s  w o u l d  i n c r e a s e  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  s e l f - a s s e m b l y  
r e c o m b i n a t i o n s .  F i n a l l y  a n d  r e t u r n i n g  t o  t h e  s i t u a t i o n  o f  j u s t  o n e  c o m p l e x ,  i t  i s  
e n t i r e l y  p o s s i b l e  t h a t  a  b o x  c o u l d  c o n t a i n  m a n y  c o m p l e x e s .  H e n c e  i f  a  c o m p l e x  b r e a k s  
u p ,  a  m o l e c u l e  w o u l d  b e  f r e e  t o  i n t e r a c t  w i t h  e i t h e r  a  s e c o n d  m o l e c u l e  o f  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  o r  a n o t h e r  t e m p l a t e  m o l e c u l e .  I n  t h i s  w a y  i t  w o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  m o d e l  t h e  
p o t e n t i a l  f o r  c o - o p e r a t i v e  t y p e  b i n d i n g  o r  t h e  c r e a t i o n  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g  c a v i t i e s  
t o w a r d s  d i m e r s  o r  t r i m e r s  e t c .  
C h a p t e r  6  
A  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l  f o r  i b u p r o f e n :  A n  
a n a l y t i c a l  s t u d y  o f  t h e  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  s e l e c t i v i q  
6 . 1  I n t r o d u c t i o n  
T h e  r e c e n t  d e v e l o p m e n t s  i n  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  i n  
s e c t i o n  1 . 9 .  A s  r e v i e w e d  b y  A l e x a n d e r  e t  a l . ,  [ 2 4 5 ] ,  t h e  m a j o r i t y  o f  r e p o r t e d  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s i l i c a  s y s t e m s  h a v e  b e e n  i n  b u l k  f o r m  u t i l i s i n g  a  s i n g l e  
f u n c t i o n a l i s e d  m o n o m e r .  A n  e x a m p l e  o f  t h i s  a p p r o a c h  i s  t h a t  o f  M i z u k a m i  e t  a l . ,  
[ 2 4 6 ]  w h e r e  T E O S  w a s  h y d r o l y s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  o p t i c a l l y  a c t i v e  o r g a n i c  
c o m p o u n d s .  O p t i c a l  r e s o l u t i o n  o f  t r i s ( p e n t a n e - 2 , 4 - d i n a t o ) m e t a l  c o m p l e x e s  w a s  
a c h i e v e d  u s i n g  s o l  g e l  d e r i v e d  c o m p o s i t e s .  F u r t h e r m o r e ,  N M R  r e s u l t s  d i s c l o s e d  t h a t  
a n  o p t i c a l l y  a c t i v e  o r g a n i c  c o m p o u n d  i n  t h e  s o l  g e l  i s  h i g h l y  d i s p e r s e d .  T h i s  i s  m o s t  
l i k e l y  b e c a u s e  i t  b o n d s  t o  s i l i c o n  a t o m s .  I n  a  r e v i e w  b y  C o l l i n s o n  [ 2 4 7 ] ,  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  c a r e f u l  s e l e c t i o n  o f  t h e  s y n t h e t i c  c o n d i t i o n s  f o r  a  g e n e r a l  s o l - g e l  
p r e p a r a t i o n ,  s u c h  a s  s i l i c o n  t o  w a t e r  r a t i o ,  p H  a n d  t y p e  o f  s i l a n e  m o n o m e r  u s e d  i s  
e x p l a i n e d .  T h r o u g h  v a r i a t i o n s  i n  t h e  s o l - g e l  p r o c e s s i n g  c o n d i t i o n s  ( s i l i c o n - t o - w a t e r  
r a t i o ,  p H ,  t y p e  o f  s i l i c o n  a l k o x i d e ) ,  m a t e r i a l s  w i t h  o p t i m a l  p o r o s i t y  a n d / o r  
h y d r o p h o b i c i t y  c a n  b e  p r e p a r e d  f o r  s e p a r a t i o n s  a n d  f a c i l i t a t e d  t r a n s p o r t  a p p l i c a t i o n s .  
T h e  b a s i c  s o l - g e l  p r o c e s s  i n v o l v e s  t h e  s e q u e n t i a l  h y d r o l y s i s  a n d  p o l y c o n d e n s a t i o n  o f  
a l k o x y  s i l i c o n  d e r i v a t i v e s  ( e . g .  t e t r a e t h y l  o r t h o s i l i c a t e  ( T E O S ) ,  o r  t e t r a m e t h y l  
o r t h o s i l i c a t e  ( T M O S ) ) ,  i n  a q u e o u s  a c i d  o r  b a s e  w i t h  a  m u t u a l  c o s o l v e n t .  S o l - g e l  
p r e c u r s o r s  a r e  m a i n l y  s i l i c o n  a l k o x i d e s ,  w h i c h  c a n  b e  o b t a i n e d  i n  a  h i g h  d e g r e e  o f  
p u r i t y .  T e t r a m e t h o x y s i l a n e  ( T M O S )  u n d e r g o e s  a  m o r e  r a p i d  h y d r o l y s i s  t h a n  
t e t r a e t h o x y s i l a n e  ( T E O S ) .  T M O S  w a s  u s e d  b y  N a k a n i s h i  e t  a l . ,  [ 2 4 8 ]  t o  p r o d u c e  a  
w e l l - d e f i n e d  m a c r o p o r o u s  s t r u c t u r e  i n  a  m o n o l i t h i c  w e t  g e l .  W a g h  e t  a l . ,  [ 2 4 9 ]  
c o m p a r e d  t h e  a e r o g e l s  o b t a i n e d  f i o m  t h r e e  d i f f e r e n t  p r e c u r s o r s :  T E O S ,  T M O S  a n d  
P E D S .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  T M O S  y i e l d s  n a r r o w  a n d  u n i f o r m  p o r e s  a n d  h i g h e r  
s u r f a c e  a r e a  t h a n  T E O S .  T h e  s o l - g e l  p r e c u r s o r s  m a y  i n c l u d e  a  m i x t u r e  o f  
a l k o x y s i l a n e s ,  o n e  o f  t h e m  b e i n g  a  f u n c t i o n a l i z e d  m o i e t y  s u c h  a s  
a m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e  ( A P T E S ) .  A  s t u d y  b y  M a n s u r  e t  a l . ,  [ 2 5 0 ]  i n s e r t e d  
d i f f e r e n t  c h e m i c a l  f u n c t i o n a l i t i e s ,  b o t h  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  i n  a  s i l i c a  g l a s s  b a s e d  
s o l - g e l  d e r i v e d  n e t w o r k  t o  c r e a t e  s p e c i f i c  c h e m i c a l  a c t i v i t i e s .  M o d i f i e d  s i l i c a  g l a s s  
n e t w o r k s  w e r e  p r e p a r e d  b y  r e a c t i n g  a l k o x y s i l a n e s  w i t h  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  
f u n c t i o n a l i t i e s ,  s u c h  a s  t e t r a e t h o x y s i l a n e ,  a m i n o p r o p y l  t r i e t h o x y s i l a n e ,  a n d  
m e r c a p t o p r o p y l  t r i e t h o x y s i l a n e  ( M P T S ) .  T h e  c h e m i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  c r e a t e d  
m u l t i f u n c t i o n a l  s u r f a c e s  w a s  e v a l u a t e d  b y  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  i n c o r p o r a t e d  p r o t e i n s  t o  
r e m a i n  a d s o r b e d  o n t o  t h e  d i f f e r e n t  g e l s .  P o r c i n e  i n s u l i n  a n d  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  
w e r e  i m p r e g n a t e d  i n t o  m o d i f i e d  n e t w o r k s  a n d  d e s o r p t i o n  o f  t h o s e  p r o t e i n s  w a s  
m o n i t o r e d .  R e s u l t s  s h o w e d  t h a t  g e l s  w i t h  m u l t i f u n c t i o n a l i t i e s  r e g u l a r l y  d i s p e r s e d  c a n  
b e  s u c c e s s f u l l y  p r o d u c e d  b y  o p t i m i z i n g  s o m e  o f  t h e  p r o c e s s i n g  p a r a m e t e r s  o f  t h e  
g e l s ,  s u c h  a s  p H  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e a c t a n t s .  T h e  d a t a  a l s o  r e v e a l e d  t h a t  t h e  t y p e  
a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  c h e m i c a l  f i m c t i o n a l i t i e s  w i t h i n  t h e  g e l s  r e g u l a t e  t h e  a b i l i t y  o f  
i n c o r p o r a t e d  p r o t e i n s  t o  r e m a i n  a d s o r b e d  o n  t h e m ,  
s u g g e s t i n g  t h a t  c h e m i c a l l y  
p a t t e r n e d  s u r f a c e s  a n d  i n t e r f a c e s  c a n  b e  p r e p a r e d  w h i c h  r e g u l a t e  p r o t e i n - s u b s t r a t e  
i n t e r a c t i o n s .  T o  p r e p a r e  m o n o l i t h i c  s o l - g e l  c o l u m n s  w i t h  s u r f a c e  b o n d e d  l i g a n d s ,  
M a l i k  a n d  H a y e s  [ 2 5 1 ]  u t i l i z e d  t w o  s o l - g e l  p r e c u r s o r s  a n d  a  d e a c t i v a t i o n  r e a g e n t  
( p h e n y l d i m e t h y l s i l a n e )  t o  p r o d u c e  a  m o n o l i t h .  
T h e  s t a r t i n g  s i l i c o n  d e r i v a t i v e  i s  d i s s o l v e d  i n  a  s o l v e n t ,  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  ( a c i d  o r  
b a s e )  r e a c t s  a n d  g e l a t i o n  i s  p r o d u c e d  w i t h i n  a  c e r t a i n  p e r i o d  o f  t i m e .  T E O S ,  T M O S  o r  
o t h e r  s i l i c o n  a l k o x i d e s  a r e  n o t  s o l u b l e  i n  w a t e r .  T h e y  a r e  d i s s o l v e d  i n  a l c o h o l  t o  
p r o d u c e  a  h o m o g e n e o u s  s o l u t i o n  a n d  w a t e r  i s  t h e n  a d d e d .  H y d r o l y s i s  o f  s i l i c o n  
a l k o x i d e s  i s  a  v e r s a t i l e  t e c h n i q u e  t h a t  c a n  p r o d u c e  d i f f e r e n t  m a t e r i a l s  a c c o r d i n g  t o  t h e  
d i f f e r e n t  p a r a m e t e r s  a n d  t o  t h e  a c i d  c a t a l y s i s  o r  b a s e  c a t a l y s i s  r e a c t i o n .  I t  m a y  
p r o d u c e  s i l i c a  s p h e r e s  o r  s i l i c a  g e l s  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  
[ 2 5 2 ] .  A s  S i o u f f i  1 2 5 2 1  a l s o  s t a t e s ,  A n o t h e r  c r i t i c a l  p o i n t  i s  t h e  r a t i o  S i : w a t e r ,  i . e .  t h e  
p r o p o r t i o n s  o f  T M O S  ( o r  T E O S )  a n d  w a t e r  w h i c h  y i e l d s  d i f f e r e n t  p r o d u c t s .  
H y d r o l y s i s  i s  p e r f o r m e d  w i t h  a  c a t a l y s t .  T h r e e  p r o c e d u r e s  a r e  p o s s i b l e :  a c i d  c a t a l y s i s ,  
b a s e  c a t a l y s i s  a n d  t w o - s t e p  c a t a l y s i s .  A c i d  c a t a l y s i s  i s  g e n e r a l l y  p e r f o r m e d  w i t h  H C l  
o r  H 2 S O 4 .  G e l a t i o n  t i m e s  a r e  g e n e r a l l y  l o n g e r  w h e n  t h e  p H  o f  t h e  s o l  i s  l o w  [ 2 5 2 ] .  
B a s e  c a t a l y s i s  u s u a l l y  i n v o l v e s  d i l u t e  a m m o n i a  [ 2 5 3 ] .  U n d e r  b a s e  c a t a l y s i s  
c o n d e n s a t i o n  k i n e t i c s  a r e  f a s t e r  t h a n  h y d r o l y s i s  k i n e t i c s .  T h e  t w o - s t e p  p r o c e d u r e  w a s  
p r o p o s e d  b y  B r i n k e r  e t  a l . ,  [ 2 5 4 ] .  I n  a  t y p i c a l  p r o c e d u r e  [ 2 5 3 ]  T M O S ,  e t h a n o l ,  H 2 0  
a n d  H C 1  a r e  c o m b i n e d  a n d  t h i s  f i r s t  s o l u t i o n  i s  t h e n  m i x e d  w i t h  H z 0  a n d  a m m o n i a .  
T h e  a d d i t i o n  o f  N H 4 0 H  a s  a  s e c o n d  c a t a l y s t  t o  a  s o l  i n i t i a l l y  c a t a l y z e d  b y  H C l  c a n  
i n c r e a s e  t h e  r a t e  o f  c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n s  a n d  r e d u c e  t h e  g e l a t i o n  t i m e .  
6 . 1 . 1  A i m s  a n d  o b j e c t i v e s  
T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  t h e  s t u d y  o f  t h e  i n d i v i d u a l  a n d  c o m b i n e d  f a c t o r s  t h a t  a r e  
r e s p o n s i b l e  f o r  s e l e c t i v i t y  i n  s o l  g e l s .  T h e  t e m p l a t e  c h o s e n  w a s  i b u p r o f e n .  I n  o r d e r  t o  
g a i n  a n  e n h a n c e d  u n d e r s t a n d i n g  o f  f a c t o r s  a f f e c t i n g  s e l e c t i v i t y ,  t h r e e  s o l  g e l s  e a c h  o f  
d i f f e r i n g  c o m p l e x i t y  a n d  f u n c t i o n a l i t y  w e r e  p r e p a r e d  a n d  t h e i r  a b i l i t y  t o  s e l e c t i v e l y  
d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  i t s  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  a n a l o g u e s ,  n a p r o x e n  
a n d  k e t o p r o f e n  h a v e  b e e n  s t u d i e d .  I n  t h e  c h o i c e  o f  f u n c t i o n a l i s e d  s i l o x a n e s  
( a n a l o g o u s  t o  f u n c t i o n a l  m o n o m e r s  i n  M I P S )  i m p o r t a n t  f u n c t i o n a l i t i e s  s u c h  a s  
h y d r o g e n  b o n d  f o r m i n g  a b i l i t y ,  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  p o t e n t i a l  n - n  s t a c k i n g  
i n t e r a c t i o n s  h a v e  b e e n  c o n s i d e r e d .  I n  n u m e r o u s  s o l - g e l  p u b l i c a t i o n s ,  a  t w o - m o n o m e r  
p o l y m e r i s a t i o n  a p p r o a c h  i s  a d o p t e d  a n  e x a m p l e  o f  w h i c h  b e i n g  t h e  s t u d y  o f  Y u  e t  a l . ,  
[ 2 5 5 ] .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  t w o  a n d  t h r e e  m o n o m e r  s y s t e m s  o f f e r  a n  i n c r e a s e d  
c o m p l e x i t y  i n  t e r m s  o f  t h e  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  s h a p e  o f  t h e  r e s u l t a n t  n a n o c a v i t i e s  i n  
t h e  s o l  g e l .  I t  i s  p r o p o s e d  t h a t  t h e  m a j o r  d e t e r m i n a n t  o f  s e l e c t i v i t y  i s  t h e  s p a t i a l  
c o m p l e m e n t a r i t y  o f  t h e  c a v i t y ;  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n  f r o m  
f u n c t i o n a l  i n t e r a c t i o n s  w i t h i n  t h e  c a v i t y .  
T o  s t u d y  t h e  s p e c i f i c  c r i t e r i a  a f f e c t i n g  s e l e c t i v i t y  i n  s o l  g e l s  t h r e e  s o l  g e l s  w e r e  
p r e p a r e d  f o r  i b u p r o f e n  u t i l i s i n g  t w o  a n d  t h r e e  f u n c t i o n a l  s i l a n e  s y s t e m s .  T h e  r e l a t i v e  
r e b i n d i n g  o f  e a c h  o f  t h e  t h r e e  c o m p o u n d s  t o  t h e  s o l  g e l s  w a s  a s s e s s e d  b y  %  r e c o v e r y  
i n  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  a n d  b y  s p i n  c o a t i n g  o f  t h i n  f i l m s  o n t o  a  g l a s s  s u b s t r a t e .  
6 . 2  E x p e r i m e n t a l  
6 . 2 . 1  M a t e r i a l s  
T e t r a e t h o x y s i l a n e  ( T E O S ) ,  3 - A m i n o p r o p y l t r i e t h o x y s i l a n e  ( A P T E S )  a n d  
p h e n y l t r i m e t h o x y s i l a n e  ( P T M O S )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n  a n d  
u s e d  a s  r e c e i v e d .  I b u p r o f e n ,  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n  w e r e  a l s o  p u r c h a s e d  f r o m  
S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n .  A l l  o r g a n i c  s o l v e n t s  w e r e  o f  H P L C  g r a d e  a n d  w e r e  p u r c h a s e d  
f r o m  L a b s c a n ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  
6 . 2 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  s o l  g e l s  
A l l  o f  t h e  s o l  g e l s  g e n e r a t e d  c o n t a i n e d  T E O S  a n d  o n e  o r  b o t h  o f  A P T E S  /  P T M O S .  
T h e  p r e p a r a t i o n  c o n s i s t e d  o f  t w o  s t a g e s :  f i r s t l y  t h e  h y d r o l y s i s  w i t h o u t  i b u p r o f e n  
( t e m p l a t e )  a n d  s e c o n d l y  c o n d e n s a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i b u p r o f e n .  A  1 2  r n l  a l i q u o t  o f  
2 - e t h o x y e t h a n o l  w a s  m i x e d  w i t h  1 2  m l  o f  T E O S .  A  4 0 0  p L  q u a n t i t y  o f  P T M O S  o r  
6 0 0  p L  o f  A P T E S  o r  b o t h  w e r e  t h e n  a d d e d .  F o l l o w i n g  t h i s  4 0 0  p L  o f  c o n c e n t r a c e t d  
H C l  f o l l o w e d  b y  4  m l  o f  w a t e r  w e r e  t h e n  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  l e f t  s t i r r i n g  f o r  2  h  a t  
R T .  A f t e r  2  h ,  2 0 6 . 2 8  m g  o f  i b u p r o f e n  i n  2 0  m l  w a t e r  ( m i n  v o l .  e t h a n o l  -  e n o u g h  t o  
c o m p l e t e l y  d i s s o l v e  t h e  q u a n t i t y  o f  i b u p r o f e n )  w a s  a d d e d  t o  1 6  m l  o f  t h e  i m p r i n t i n g  
m i x t u r e  a n d  s t i r r e d  f o r  1 0  m i n .  A  n o n - i m p r i n t e d  s o l  g e l  w a s  p r e p a r e d  u n d e r  t h e  s a m e  
c o n d i t i o n s  b u t  w i t h  t h e  o m i s s i o n  o f  i b u p r o f e n .  C o n d e n s a t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  p r o g r e s s  
a t  8 0 ° C  f o r  1 6  h  a n d  t h e n  f o r  1  w e e k  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  F o l l o w i n g  t h i s  t h e  s o l  g e l  
w a s  c r u s h e d  w i t h  a  m o r t a r  a n d  p e s t l e  a n d  s i e v e d .  P a r t i c l e s  b e t w e e n  4 5  a n d  2 5  p m  
d i a m e t e r  w e r e  c o l l e c t e d  b y  s i e v i n g .  T h e  c r u s h e d  s o l  g e l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  t o  r e m o v e  
t h e  t e m p l a t e  b y  c o n t i n u o u s  s t i r r i n g  i n  a  s o l u t i o n  o f  h o t  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  1 0 %  
a c e t i c  a c i d .  W a s h i n g  w a s  r e p e a t e d  u n t i l  n o  t r a c e  o f  i b u p r o f e n  c o u l d  b e  d e t e c t e d  b y  
H P L C .  T a b l e  6 . 1  s h o w s  t h e  c o m p o n e n t s  o f  e a c h  s o l  g e l .  
T a b l e  6 . 1  C o m p o n e n t s  o f  e a c h  o f  t h e  s o l  g e l s  
S o l  G e l  1  S o l  G e l  2  S o l  G e l  3  
-  
-  
-  
-  -  -  -  
-  
2 - E t O H  ( 1 2  m l )  2 - E t O H  ( 1 2  m l )  2 - E t O H  ( 1 2  m l )  
T E O S  ( 1 2  m l )  T E O S  ( 1 2  m l )  T E O S  ( 1 2  r n l )  
A P T E S  ( 6 0 0  p1) 
A P T E S  ( 6 0 0  p l )  
P T M O S  ( 4 0 0 ~ 1 )  P T M O S  ( 4 0 0  y1) 
H C l ( 4 0 0  y l )  
H C l ( 4 0 0  y1) 
H C l ( 4 0 0  p1) 
H 2 0  ( 2 4  m l )  
H 2 0  ( 2 4  m l )  
H 2 0  ( 2 4  m l )  
6 . 2 . 3  P h y s i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  s o l  g e l s  
T h e  i n f r a r e d  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h e  s o l  g e l s  w e r e  o b t a i n e d  o n  a  P e r k i n  E l m e r  G X  
F T I R  s y s t e m .  P a r t i c l e  s i z e  m e a s u r e m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  M a l v e r n  m a s t e r s i z e r  
p a r t i c l e  s i z e  i n s t r u m e n t  b y  t h e  l i g h t  s c a t t e r i n g  t e c h n i q u e .  A  2 5  m g  q u a n t i t y  o f  t h e  s o l  
g e l  w a s  e x p o s e d  t o  5  m l  o f  a  r a n g e  o f  s o l v e n t s  f o r  4  h  i n  o r d e r  t o  e x a m i n e  c h a n g e s  i n  
t h e  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e s  o f  t h e  p a r t i c l e s .  
6 . 2 . 4  R e b i n d i n g  a n a l y s i s  
T o  a s s e s s  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  o n  t h e  %  u p t a k e  o f  i b u p r o f e n  b y  t h e  s o l  g e l s  
a 1  m l  s o l u t i o n  o f  i b u p r o f e n  a t  1  p g / m L  w a s  a d d e d  t o  5 0  m g  o f  t h e  s o l  g e l s  ( a n d  
c o n t r o l s )  i n  a  1  m l  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  i n  t h e  s o l v e n t s  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  6 . 3 .  T h e  
s o l u t i o n s  w e r e  s h a k e n  f o r  4  h  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d .  T h e  p r e s e n c e  
o f  i b u p r o f e n  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a s s a y e d  b y  H P L C  a n d  t h e  a m o u n t  b o u n d  w a s  
c a l c u l a t e d  a s :  
T o t a l  i b u p r o f e n  -  f i e e  ( s u p e r n a t a n t )  =  b o u n d  i b u p r o f e n  
6 . 2 . 5  S o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  s t u d i e s  
E m p t y  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c a r t r i d g e s  w e r e  w a s h e d  w i t h  m e t h a n o l  b e f o r e  u s e .  T h e  
c a r t r i d g e s  w e r e  t h e n  d r i e d  a n d  2 0 0  m g  o f  t h e  d r y  s o l  g e l  ( o r  c o r r e s p o n d i n g  c o n t r o l )  
w a s  p l a c e d  b e t w e e n  t w o  f r i t s .  T h e  c a r t r i d g e  w a s  w a s h e d  w i t h  1 0 %  a c e t i c  a c i d  i n  
m e t h a n o l  a n d  t h e n  w i t h  m e t h a n o l  4  t i m e s  u n t i l  n o  t r a c e  o f  i b u p r o f e n  c o u l d  b e  d e t e c t e d  
b y  H P L C .  A l l  S P E  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  V a c M a s t e r  S P E  p r o c e s s i n g  
s t a t i o n  m a n i f o l d .  B e f o r e  a n a l y t e  l o a d i n g ,  t h e  p o l y m e r  w a s  c o n d i t i o n e d  w i t h  1  m l  
m e t h a n o l ,  1  m l  a c e t o n i t r i l e  a n d  1  r n l  w a t e r  a n d  t h e n  c o n d i t i o n e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  p H  
( p H  4 - 8 )  w i t h  w a t e r  a d j u s t e d  w i t h  d i l u t e  H C 1  o r  d i l u t e  N a O H .  I n  t h e  l o a d i n g  s t e p ,  1  
p g l m l  i b u p r o f e n ,  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n  w a s  l o a d e d  i n  w a t e r  a t  p H  4 - 8 .  F o r  t h e  
w a s h i n g  s t e p ,  1  m l  o f  1 %  t r i e t h y l a m i n e  ( T E A )  o r  1 %  p y r i d i n e  i n  a c e t o n i t r i l e  o r  a  
5 0 5 0  r a t i o  o f  t o l u e n e :  a c e t o n i t r i l e  w a s  u s e d .  S p e c i f i c a l l y  b o u n d  m a t e r i a l  w a s  e l u t e d  
w i t h  2  r n l  o f  m e t h a n o l .  T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e p e a t e d  i n  t r i p l i c a t e .  A f t e r  e a c h  
e x p e r i m e n t  t h e  c a r t r i d g e  w a s  r e g e n e r a t e d  b y  w a s h i n g  w i t h  3  m l  o f  w a t e r  a n d  3  m l  o f  
m e t h a n o l .  
6 . 2 . 6  H P L C  s t u d i e s  
H P L C  w a s  p e r f o r m e d  o n  a  H e w l e t t  P a c k a r d  1 0 5 0  ( H P  1 0 5 0 )  L C  s y s t e m  ( p u m p ,  
i n j e c t o r ,  d e t e c t o r )  e m p l o y i n g  C h e m s t a t i o n  s o f t w a r e .  T h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
w a s  o p e r a t e d  a t  2 2 0 n m  f o r  i b u p r o f e n  d e t e r m i n a t i o n s .  F o r  f l u o r e s c e n c e  a p p l i c a t i o n s  
t h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  w a s  s e t  a t  2 9 0  n m  a n d  t h e  e m i s s i o n  a t  3 5 0  n m .  A  1 0  p1 
i n j e c t i o n  v o l u m e  w a s  u s e d .  S e p a r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  2 5  c m  X  4 . 6  m m ,  5  p m  
A l l t e c h  B r a v d a  B D S  C 1 8  c o l u m n .  
6 . 2 . 7  H P L C  m e a s u r e m e n t s  
F o r  t h e  i b u p r o f e n / n a p r o x e n / k e t o p r o f e n  s e l e c t i v i t y  s t u d i e s  t h e  m o b i l e  p h a s e  u s e d  w a s  a  
5 2 : 2 8 : 2 0  r a t i o  o f  w a t e r :  a c e t o n i t r i l e :  m e t h a n o l .  T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  
3 . 2  w i t h  p h o s p h o r i c  a c i d .  F o r  u r i n e  a n a l y s i s ,  t h e  m o b i l e  p h a s e  u s e d  w a s  a  5 0 5 0  r a t i o  
o f  5 0  m M  p h o s p h o r i c  a c i d :  a c e t o n i t r i l e .  
6 . 2 . 8  R e a l  s a m p l e  a n a l y s i s  
A  v o l u n t e e r  w a s  g i v e n  a  s i n g l e  d o s e  o f  i b u p r o f e n  ( 2 0 0  m g )  c o n t a i n e d  i n  a  ~ u r o f e n ~ ~  
t a b l e t .  U r i n e  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  a  6  h  i n t e r v a l .  A  1  m l  a l i q u o t  o f  e a c h  u r i n e  
s a m p l e  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  s o l  g e l  S P E  c a r t r i d g e  a n d  w a s h e d  a n d  e l u t e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 6 .  F r e e  i b u p r o f e n  w a s  q u a n t i f i e d  w i t h  r e f e r e n c e  t o  a  s t a n d a r d  
c u r v e .  T h e  p r e s e n c e  o f  i b u p r o f e n  w a s  s h o w n  a t  t h e  c o r r e c t  r e t e n t i o n  t i m e  b y  s p i k i n g  
w i t h  a  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o m p o u n d .  T o  e x a m i n e  c o n j u g a t e d  i b u p r o f e n  a n d  
i b u p r o f e n  m e t a b o l i t e s ,  t h e  u r i n e  s a m p l e s  w e r e  h y d r o l y s e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  o f  
d e  O l i v e i r a  e t  a l . ,  [ 2 5 6 ]  a n d  T a n  e t  a l . ,  [ 2 5 7 ] .  
6 . 2 . 9  S p i n  c o a t i n g  s t u d i e s  
P r e - c o n d e n s a t i o n  s o l  g e l  m i x t u r e s  w e r e  s p i n  c o a t e d  o n t o  c l e a n  g l a s s  m i c r o s c o p e  s l i d e s  
u s i n g  a  s p i n  c o a t e r  a t  d i f f e r e n t  s p e e d s .  A  1 0 0 0  p l  a l i q u o t  ( e n o u g h  t o  c o v e r  t h e  e n t i r e  
s l i d e )  w a s  u s e d .  F o r  a  d i r e c t  U V  a s s a y ,  t h e  s o l  g e l  ( 4 0 0  p l )  w a s  c o a t e d  o n t o  a  s i n g l e  
s i d e  o f  a  q u a r t z  c u v e t t e .  T y p i c a l l y ,  t h e  s l i d e  w a s  s p u n  f o r  3 0  s  a t  v a r y i n g  s p e e d s  
( r a n g i n g  f i o m  1 0 0 0  r p m  t o  4 0 0 0  r p m ) .  T h e  s l i d e  w a s  d r i e d  f o r  4 8  h  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  a n d  s t o r e d  a t  4 O C .  T h e  s e l e c t i v e  a d s o r p t i o n  o f  i b u p r o f e n  f r o m  b o t h  
a q u e o u s  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  a n d  u r i n e  w a s  a n a l y s e d .  I n i t i a l l y  a  t i m e  s t u d y  w a s  
p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  m i n i m u m  i n c u b a t i o n  t i m e  n e c e s s a r y  a n d  a l s o  t h e  o p t i m u m  
c o n c e n t r a t i o n  f o r  u s e  i n  t h e  a s s a y .  F o r  t h i s  t h e  g l a s s  s l i d e  w a s  i m m e r s e d  i n  a  1  p g / m L  
s o l u t i o n  o f  i b u p r o f e n  i n  5 0  m M  s o d i u m  p h o s p h a t e  f o r  1 ,  2 ,  4 ,  1 6 ,  a n d  2 4  h  t i m e  
p e r i o d s .  F o l l o w i n g  r e m o v a l  f r o m  t h e  i b u p r o f e n  s o l u t i o n ,  t h e  s l i d e s  w e r e  w a s h e d  i n  t h e  
s a m e  s o l u t i o n  b e f o r e  b o u n d  m a t e r i a l  b e i n g  r e m o v e d  f i o m  t h e  s l i d e  b y  i m m e r s i o n  i n  
m e t h a n o l ,  I b u p r o f e n  i n  t h e  s o l u t i o n  w a s  q u a n t i f i e d  b y  H P L C .  
6 . 2 . 1 O U V  m e a s u r e m e n t s  
U V  m e a s u r e m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  a  V a r i a n  5 0  S c a n  U V  v i s i b l e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  e q u i p p e d  w i t  C a r y  U V  s o f t w a r e .  T h e  a n a l y t e s  w e r e  d e t e c t e d  a t  2 2 0  
n m  
6 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
6 . 3 . 1  P h y s i c a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  s o l  g e l s  
T h r e e  s o l  g e l s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  t h i s  s t u d y .  S o l  G e l  1  c o n t a i n e d  A P T E S  a s  t h e  
f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  S o l  g e l  2  c o n t a i n e d  P T M O S  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  a n d  S o l  
g e l  3  c o n t a i n e d  a  m i x t u r e  o f  A P T E S  a n d  P T M O S .  T h e  t h r e e  s o l  g e l s  p r e p a r e d  w e r e  
a n a l y s e d  b y  I R  s p e c t r o s c o p y  p o s t  w a s h i n g .  F i g u r e  6 . 1  s h o w s  t h e  m o s t  d i s t i n c t i v e  
i n f r a r e d  a b s o r p t i o n  b a n d s  r e l a t e d  t o  t h e  g e n e r a t i o n  o f  s o l  g e l s .  
S o l  G e l  3  - -  S o l  G e l  2  - -  S o l  G e l  1  
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F i g u r e  6 . 1  F T I R  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  f o r  t h e  t h r e e  s o l  g e l s .  N o t a b l e  b a n d s  i n c l u d e  t h e  -  
O H  a t  - 3 2 5 0  c m - '  a n d  S i - 0  s t r e t c h i n g  a t  1 0 5 0  c m - l .  
T h e  s p e c t r a  s h o w n  a r e  t h o s e  o f  t h e  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  p o s t  w a s h i n g .  N o  d i f f e r e n c e s  
w e r e  o b s e r v e d  b e t w e e n  i m p r i n t e d  a n d  n o n - i m p r i n t e d  s o l  g e l s  i . e .  n o  e v i d e n c e  o f  
r e s i d u a l  t e m l a t e  c o u l d  b e  o b s e r v e d  b y  F T I R  a n a l y s i s .  I n  t h e  3 4 0 0 - 3 2 0 0  c m ' l  r e g i o n ,  
t h e  s t r e t c h i n g  d u e  t o  r e s i d u a l  w a t e r  a n d  S i - O H  s t r e t c h i n g  i s  o b s e r v e d .  T h e  b a n d  
o b s e r v e d  i n  a l l  t h r e e  s a m p l e s  a t  - 1 0 5 0  c m - '  i s  i n d i c a t i v e  o f  S i - 0  s t r e t c h i n g  [ 2 5 8 ]  
s t r e t c h i n g  w h i l e  t h o s e  a t  9 3 0  c m - I  a n d  7 8 0  c m - '  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  m e t h y l  C - H  
s t r e t c h i n g .  S o l  g e l s  I &  3  b o t h  c o n t a i n  a  s m a l l  b a n d  a t  -  1 5 0 0  c m - '  a n d  t h i s  i s  a b s e n t  
i n  s o l  g e l  2 .  T h i s  c a n  b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  t h e  m i n e  g r o u p  f r o m  t h e  
A P T E S  s i l a n e  ( f k c t i o n a l  m o n o m e r )  i n t o  t h e  f o r m e r  s o l  g e l s  a n d  n o t  t h e  l a t t e r .  
F u r t h e r m o r e  a s  h a s  b e e n  d e s c r i b e d ,  1 2 5 9 1 ,  t h e  s p e c t r a l  f e a t u r e s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  
o r g a n i c  m o d i f i e d  s i l i c a s  a n d  a l s o  g i v e n  t h e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  i m p r i n t e d  a n d  n o n -  
i m p r i n t e d  s o l  g e l s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t e m p l a t e  d i d  n o t  a l t e r  t h e  p h y s i c a l  n a t u r e  o f  t h e  
s o l  g e l .  
I n  c o n t r a s t  t o  M I P S ,  s o l  g e l s  d o  n o t  e x h i b i t  s i g n i f i c a n t  s w e l l i n g  [ 1 7 0 ] .  I n  o r d e r  t o  
e x a m i n e  t h e  p o t e n t i a l  d e g r e e  o f  s w e l l i n g ,  p a r t i c l e s  o f  s o l  g e l  3  w e r e  p l a c e d  i n  e q u a l  
v o l u m e s  o f  a  r a n g e  o f  o r g a n i c  a n d  a q u e o u s  s o l v e n t s  a n d  t h e  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e  o f  
s o l  g e l  3  w a s  m e a s u r e d  b y  p a r t i c l e  s i z e  l i g h t  s c a t t e r i n g  t e c h n o l o g y .  T h e  l a c k  o f  
s w e l l i n g  i s  a n  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  i n  s o l  g e l s  a n d  w i l l  a c t  t o  p r e s e r v e  t h e  i n t e g r i t y  
o f  t h e  b i n d i n g  c a v i t y .  S o l  g e l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  s h r i n k  [ 2 6 0 ]  w i t h  a n  a s s o c i a t e d  
l o s s  o f  s o r p t i o n  c a p a c i t y .  F i g u r e  6 . 2  s h o w s  t h e  s h r i n k a g e  o b s e r v e d  w h e n  s o l  g e l  3  w a s  
d i s p e r s e d  i n  d i f f e r e n t  s o l v e n t s  f o r  4  h  ( s t i r r i n g )  f o l l o w e d  b y  m e a s u r e m e n t  o f  p a r t i c l e  
s i z e .  
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F i g u r e  6 . 2 :  T h e  p e r c e n t a g e  s h r i n k a g e  a s s o c i a t e d  w i t h  p a r t i c l e  s i z e  d i s t r i b u t i o n  
m e a s u r e m e n t s  f o r  s o l  g e l  3 .  T h e  s o l  g e l  w a s  e x p o s e d  t o  t h e  s o l v e n t s  s h o w n  a n d  t h e  
s h r i n k i n g  ( r e l a t i v e  t o  d r y  m o d e )  i s  i l l u s t r a t e d .  E r r o r s  a r e  b a s e d  o n  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t w o  e x p e r i m e n t s .  T h e  v a l u e  d ( 5 0 )  i s  t h e  v a l u e  a t  w h i c h  5 0 %  o f  t h e  p a r t i c l e s  
i n  t h e  s o l u t i o n  l i e  w h i l e  t h e  v a l u e  d [ A V G ]  i s  t h e  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e .  B o t h  c a n  b e  
i n t e r p r e t e d  a s  t h e  m e a n  o f  t h e  p a r t i c l e  s i z e s  i n  a  s a m p l e .  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  w a t e r  c a u s e d  t h e  l e a s t  r e d u c t i o n  i n  a v e r a g e  p a r t i c l e  s i z e  a n d  
n o n p o l a r  s o l v e n t s  l e a d  t o  o n l y  m i n i m a l  s h r i n k a g e .  B o t h  p o l a r  p r o t i c  ( m e t h a n o l )  a n d  
p o l a r  a p r o t i c  ( A C N  a n d  D M S O )  c a u s e  g r e a t e r  o b s e r v e d  s h r i n k a g e  o f  t h e  s o l  g e l .  I t  i s  
s o m e w h a t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  m o r e  p o l a r  s o l v e n t s  a r e  o b s e r v e d  t o  l e a d  t o  g r e a t e r  
s h r i n k a g e  o f  t h e  s o l  g e l  t h a n  t h e  n o n p o l a r  s o l v e n t s .  C o l l i n s o n  [ 2 4 7 ]  h a s  r e p o r t e d  t h a t  
d u r i n g  d r y i n g ,  a l c o h o l  e v a p o r a t e s  f r o m  t h e  p o r e s  c a u s i n g  t h e  s o l  g e l  t o  s h r i n k .  I n  t h i s  
i n s t a n c e  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  p o l a r  s o l v e n t s  d i f f u s e  i n t o  t h e  p o r e s  a n d  c a v i t i e s  o f  t h e  s o l  
g e l  r e p l a c i n g  r e s i d u a l  w a t e r  a n d  e v a p o r a t e  d u r i n g  t h e  m e a s u r e m e n t s  l e a d i n g  t o  
c o n t i n u e d  s h r i n k i n g  o f  t h e  m a t e r i a l .  T h e  n o n p o l a r  s o l v e n t s  m a y  n o t  d i f h s e  i n t o  t h e  
p o r e s  a s  e f f i c i e n t l y  a n d  h e n c e  t h e i r  l o s s  t h r o u g h  e v a p o r a t i o n  h a s  l e s s  o f  a  s h r i n k i n g  
e f f e c t  o n  t h e  p o r e s .  
6 . 3 . 2  R e b i n d i n g  s t u d i e s  
I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  i m p r i n t e d  s o l  g e l s ,  a  s t u d y  o f  t h e  r e b i n d i n g  
a b i l i t i e s  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  6 . 2 . 4 .  A  v a r i e t y  o f  r e b i n d i n g  s o l u t i o n s  w e r e  
p r e p a r e d  f o r  t h e  s t u d y .  F i g u r e  6 . 3  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  s p e c i f i c  u p t a k e  i . e .  %  r e b i n d i n g  
i n  t h e  s o l  g e l s  m i n u s  t h a t  i n  t h e  c o n t r o l  s o l  g e l s .  
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F i g u r e  6 . 3 :  S h o w s  t h e  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  ( u p t a k e  i n  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  m i n u s  t h a t  i n  n o n -  
i m p r i n t e d )  f o r  t h e  t h r e e  s o l  g e l s  u n d e r  a  r a n g e  o f  o r g a n i c  a n d  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  p H  4 -  
8  a r e  a q u e o u s  s o l u t i o n s  o f  i b u p r o f e n .  
.  (  ~ S o l g t l l  ~ s o I ~ Q I ~ ~ S O ~ ~ ~ ~ ~  I  
K e y .  
T h e  p H  w a s  a d j u s t e d  t o  t h e  r e l e v a n t  v a l u e  b y  a d d i t i o n  o f  c o n c e n t y m t e d  H C 1  o r  
c o n c e n t r a t e d  N a O H .  
E f f e c t  o f  s o l v e n t  o n  r e b i n d i n g  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  a l l  t h r e e  o f  t h e  s o l  g e l s  d e m o n s t r a t e d  e n h a n c e d  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  o f  
i b u p r o f e n  i n  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  T h e  s o l  g e l s  p e r f o r m  b e s t  i n  a q u e o u s  c o n d i t i o n s  
f o l l o w e d  b y  n o n p o l a r  ( c h l o r o f o r m ,  t o l u e n e )  p o l a r  a p r o t i c  ( a c e t o n i t r i l e ,  D M F )  a n d  t h e n  
p o l a r  p r o t i c  ( m e t h a n o l  a n d  e t h a n o l )  s o l v e n t s .  A  s i m i l a r  t r e n d  h a s  b e e n  n o t e d  b y  M a r x  
a n d  L i r o n  [ 1 6 4 ] .  I n  t h i s  s t u d y ,  i t  w a s  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  r e b i n d i n g  o f  
p r o p a n o l o l  t o  t h e  s o l  g e l  c o u l d  r e s u l t  f r o m  t h e  p r e f e r r e d  s o l u b i l i t y  o f  t h e  m o l e c u l e  i n  
o r g a n i c  m e d i a  r e l a t i v e  t o  a q u e o u s  a n d  t h i s  i s  i n  p a r t  j u s t i f i e d  b y  t h e  p a r t i t i o n  
c o e f f i c i e n t  o f  p r o p a n o l o l  i n  t h e  o c t a n o l J w a t e r  s y s t e m .  N o n p o l a r  s o l v e n t s  s u c h  a s  
c h l o r o f o r m  w o u l d  n o t  b e  e x p e c t e d  t o  i n t e r f e r e  w i t h  h y d r o g e n  b o n d i n g  w h e r e a s  m o r e  
p o l a r  s o l v e n t s  w i l l  f o r m  s t r o n g  h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  t h e  t e m p l a t e  t h u s  p r e c l u d i n g  t h e  
f o r m a t i o n  o f  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l i t i e s  i n  t h e  p o r e s  [ 3 2 ] .  T h i s  i s  c a n  
b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  b a c k  t o  t h e  s h r i n k i n g  s t u d y  i n  f i g u r e  6 . 2  w h e r e  t h e  l e a s t  s h r i n k i n g  
w a s  f o u n d  i n  w a t e r  f o l l o w e d  b y  n o n p o l a r  s o l v e n t s .  T h u s ,  t h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  
s h r i n k i n g  a n d  t h e  l o w e s t  l e v e l  o f  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  p o l a r  
s o l v e n t s .  
6 . 3 . 2 . 2  E f f e c t  o f  p H  o n  r e b i n d i n g  
T h e  e f f e c t  o f  p H  o n  r e b i n d i n g  o f  i b u p r o f e n  t o  t h e  3  s o l  g e l s  w a s  s t u d i e d .  I n  t h e  c a s e  o f  
s o l  g e l  1  ( p r e p a r e d  w i t h  t h e  A P T E S  m o n o m e r )  f i g u r e  6 . 3  s h o w s  t h a t  a t  p H  4  a n d  5  t h e  
r e b i n d i n g  i s  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  t h a n  a t  p H  4 - 5  ( > 6 0 %  s p e c i f i c  r e b i n d i n g  a s  o p p o s e d  
t o  4 0 - 5 0 % ) .  T h e  p K a  o f  i b u p r o f e n  i s  r e p o r t e d  t o  b e  4 . 8  [ 2 8 1 ] .  S i n c e  a  s i g n i f i c a n t  
m e t h o d  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n  o f  i b u p r o f e n  w i t h  A P T E S  o r  w i t h  t h e  s i l a n o l  - O H ' S  
m a y  b e  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  a  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m o l e c u l e  w i l l  b e  u n a b l e  t o  p a r t i c i p a t e  
i n  h y d r o g e n  b o n d i n g  a n d  h e n c e  t h i s  t y p e  o f  i n t e r a c t i o n  w i l l  b e  r e d u c e d .  S o m e  
r e b i n d i n g  w i l l  s t i l l  o c c u r  t o  t h e  s o l  g e l  a t  h i g h e r  p H ' s  b e c a u s e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  v a n  
d e r  W a a l s ,  e l e c t r o s t a t i c  f o r c e s  a l o n g  w i t h  i n t e r a c t i o n s  o f  i b u p r o f e n  w i t h  t h e  s i l a n o l s  o f  
t h e  s o l  g e l .  F u r t h e r m o r e ,  i t  c o u l d  a l s o  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  i n c r e a s e d  p r e f e r e n c e  o f  t h e  
m o l e c u l e  f o r  t h e  a q u e o u s  p h a s e  a b o v e  t h e  p K a .  F o r  t h e s e  r e a s o n s  a n  a b r o g a t i o n  o f  
r e b i n d i n g  i s  n o t  o b s e r v e d .  T h i s  i s  f u r t h e r  e x e m p l i f i e d  b y  t h e  r e b i n d i n g  i n  a q u e o u s  
c o n d i t i o n s  t o  s o l  g e l s  2  ( a n d  3 )  a l s o  s h o w n  i n  f i g u r e  6 . 3  a n d  i m p o r t a n t l y ,  t h e  
r e b i n d i n g  t o  s o l  g e l s  2  a n d  3  i s  n o t  p H  d e p e n d e n t .  H e r e  t h e  m o n o m e r  u s e d  w a s  
P T M O S  ( s o l  g e l  2 ) ,  w h i c h  w i l l  p o s s i b l y  f o r m  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  w i t h  i b u p r o f e n  
a n d  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  w i l l  n o t  b e  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  b y  c h a n g e s  i n  p H  
i n  t h e  r e g i o n  4 - 8 .  A s  s u c h ,  c o n s i d e r a b l e  r e b i n d i n g  o f  i b u p r o f e n  t o  s o l  g e l s  2  a n d  3  i s  
o b s e r v e d  a t  a l l  p H ' s  e x a m i n e d .  S o l  g e l  3  c o n t a i n s  b o t h  A P T E S  a n d  P T M O S .  A s  p a r t  
o f  t h e  t h r e e  m o n o m e r  s y s t e m ,  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  i n t e r a c t i o n  
w i t h  A P T E S  i s  r e d u c e d  r e l a t i v e  t o  o t h e r  d e t e r m i n a n t s  o f  s e l e c t i v i t y  s u c h  a s  s h a p e  
c o m p l e m e n t a r i t y ,  e l e c t r o s t a t i c  a n d  n - n  i n t e r a c t i o n s  a n d  h e n c e  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  c a n  
t o  a  l a r g e  e x t e n t  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  l o s s  o f  t h e  h y d r o g e n  b o n d i n g  a t  h i g h e r  p H ' s .  
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  r e b i n d i n g  d e c r e a s e d  s l i g h t l y  w h e n  t o l u e n e  w a s  u s e d  a s  t h e  
r e b i n d i n g  s o l v e n t  b e t w e e n  s o l  g e l  1  ( 4 3 . 9 % )  a n d  s o l  g e l  2  ( 3 8 . 1 % ) .  T h i s  i s  s h o w n  i n  
f i g u r e  6 . 3 .  A s  t o l u e n e  c o n t a i n s  a n  a r o m a t i c  r i n g ,  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  f o r m i n g  a  n - n  
c o m p l e x  w i t h  i b u p r o f e n  i s  s o m e w h a t  i n c r e a s e d .  T h i s  m a y  h i n d e r  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  
i b u p r o f e n  m o l e c u l e  t o  f o r m  s t a c k i n g  c o m p l e x e s  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o n  t h e  
i n s i d e  o f  t h e  s o l  g e l  c a v i t i e s  a n d  f u r t h e r  t h e  i n c r e a s e d  m o l e c u l a r  v o l u m e  m a y  a l s o  
i n h i b i t  e n t r y  o f  t h e  m o l e c u l e  i n t o  t h e  c a v i t y .  H o w e v e r  i t  i s  l i k e l y  t h a t  a n y  n - n  s t a c k i n g  
b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  t o l u e n e  w i l l  b e  e x t r e m e l y  w e a k .  T h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  
r e b i n d i n g  s t u d i e s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  a r e  a  s i g n i f i c a n t  a r r a y  o f  f a c t o r s  t h a t  c o m b i n e  t o  
r e a c h  o p t i m u m  b i n d i n g  c o n d i t i o n s  f o r  a l l  o f  t h e  s o l  g e l s .  I t  i s  i n  f a c t  l i k e l y  t h a t  t h e s e  
f a c t o r s  -  h y d r o g e n  b o n d i n g  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  t h e  a m i n e  g r o u p s  ( a t  p H  4 - 5 ) ,  a n d  
e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  a t  a  p H  g r e a t e r  t h a n  6  b e t w e e n  a  d e p r o t o n a t e d  i b u p r o f e n  a n d  
t h e  a m i n e  g r o u p s  a l l  c o n t r i b u t e  t o  t h e  r e b i n d i n g .  
6 . 3 . 3  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n :  C o n t r i b u t i o n  o f  
z - ? c  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  t o  s e l e c t i v i t y  
S o l  g e l  2  c o n t a i n s  P T M O S  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w i t h  t h e  c o n c o m i t a n t  a b i l i t y  t o  
f o r m  n - n  s t a c k i n g  c o m p l e x e s  w i t h  i b u p r o f e n .  H o w e v e r ,  b o t h  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n  
a l s o  c o n t a i n  a r o m a t i c  r i n g s ,  w h i c h  c o u l d  i n c r e a s e  t h e  p r o b a b i l i t y  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y .  
P y r i d i n e  w a s  c h o s e n  a s  a  c o m p o n e n t  o f  t h e  w a s h i n g  s o l u t i o n .  T h i s  i s  d u e  t o  t h a t  f a c t  
t h a t  t h e  a r o m a t i c  r i n g  o f  p y r i d i n e  w o u l d  d i s r u p t  n o n - s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  b y  f o r m i n g  
n - n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  w e a k l y  b o u n d  m a t e r i a l  i . e .  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n .  
F u r t h e r m o r e ,  i t  w i l l  a c t  a s  a  c o m p e t i n g  a m i n e  f o r  m a t e r i a l ,  w h i c h  m a y  b e  n o n -  
s p e c i f i c a l l y  b o u n d  t o  t h e  s u r f a c e  s i l a n o l  g r o u p s .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  n i t r o g e n  o f  t h e  
p y r i d i n e  r i n g  w i l l  f o r m  a  c o m p l e x  w i t h  t h e  c a r b o x y l i c  - O H  o f  e a c h  m o l e c u l e .  I t  w a s  
f o u n d  t h a t  w h e n  1 %  p y r i d i n e  i n  a c e t o n i t r i l e  w a s  u s e d  a s  t h e  w a s h i n g  s o l u t i o n ,  a  l a r g e  
p o r t i o n  o f  t h e  i b u p r o f e n  w a s  r e m o v e d  f r o m  a l l  o f  t h e  s o l  g e l s .  I t  w a s  n o t i c e a b l e  
h o w e v e r  t h a t  a  l a r g e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  a n a l o g u e s  w e r e  r e m o v e d  a l s o .  T h e r e  a r e  t w o  
r e a s o n s  f o r  t h i s .  A c e t o n i t r i l e  i s  a  p o w e r f u l  e l u t i n g  s o l v e n t  a n d  m o r e o v e r ,  t h e  n a t u r e  o f  
n - n  s t a c k i n g  i s  t h a t  i t  i s  a  w e a k  i n t e r a c t i o n  ( w e a k e r  t h a n  h y d r o g e n  b o n d i n g ) .  H e n c e  i t  
i s  v i t a l  t h a t  c o n d i t i o n s  a r e  s u i t a b l e  s o  a s  t o  a u g m e n t  t h e  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s .  
R e f e r r i n g  t o  f i g u r e  6 . 3 ,  i t  i s  o b s e r v e d  t h a t  c h l o r o f o r m  m a y  b e  a  s u i t a b l e  s o l v e n t  f o r  
e n h a n c i n g  s p e c i f i c  n - n  i n t e r a c t i o n s  y e t  d i s r u p t i n g  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  n a p r o x e n  
a n d  k e t o p r o f e n .  T h i s  i s  b e c a u s e  a s  a  n o n p o l a r  s o l c v e n t  C H C 1 3  w i l l  d i s r u p t  a n y  n o n -  
s p e c i f i c a l l y  b o u n d  m a t e r i a l .  H e n c e  o n l y  i b u p r o f e n  u n d e r g o i n g  s t r o n g  s p e c i f i c  
i n t e r a c t i o n s  w i l l  s t a y  b o u n d .  I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  c o m p e t i t i o n  w o u l d  o c c u r  f o r  
i b u p r o f e n  a n d  i t s  a n a l o g u e s  b e t w e e n  t h e  f u n c t i o n a l  s i t e s  o n  t h e  s o l  g e l  a n d  t h e  
p y r i d i n e .  A s  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  a r e  e l e c t r o s t a t i c  i n  n a t u r e ,  i t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  
o n l y  s p e c i f i c a l l y  b o u n d  m a t e r i a l  u n d e r g o i n g  n - n  s t a c k i n g  a n d  a l s o  i n  c o r r e c t  s p a t i a l  
c o n f i g u r a t i o n  w o u l d  b e  r e t a i n e d  o n  t h e  s o l  g e l  o t h e r w i s e  t h e  i n t e r a c t i o n  w o u l d  n o t  
s u r v i v e  i n  c h l o r o f o r m .  F i g u r e  6 . 4  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  t h i s  a p p r o a c h .  
L o a d i n g  s o l v e n t  ( w a t e r )  p H  
F i g u r e  6 . 4 :  S e l e c t i v i t y  s t u d y  o n  s o l  g e l  2 .  T h e  %  d e s o r p t i o n  w a s  s t u d i e d  o n  w a s h i n g  w i t h  
1 %  p y r i d i n e  i n  5 0 : 5 0  a c e t o n i t r i l e :  c h l o r o f o r m  u n d e r  l o a d i n g  c o n d i t i o n s  r a n g i n g  f r o m  
T o  f u l l y  a p p r e c i a t e  t h i s  r e s u l t  t h e  d i s c u s s i o n  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  r r - n  s t a c k i n g  
m e c h a n i s m  i n  t h i s  c o n t e x t  n e e d s  t o  b e  f u r t h e r e d .  F i g u r e  6 . 5  s h o w s  t h e  3 - d i m e n s i o n a l  
s t r u c t u r e  o f  t h e  t h r e e  m o l e c u l e s .  
F i g u r e  6 . 5 :  T h e  t h r e e  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e  m o l e c u l e s  u s e d  i n  t h e  s t u d y  
i b u p r o f e n  ( a b o v e )  k e t o p r o f e n  ( m i d d l e )  a n d  n a p r o x e n  ( b e l o w ) .  
F i g u r e  6 . 5  s h o w s  t h e  t h r e e  m o l e c u l e s  i n  t h e  s t u d y  t h a t  c o n t a i n  a r o m a t i c  g r o u p s  a n d  
a r e  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  w i t h  a  f u n c t i o n a l  a r o m a t i c  g r o u p .  
H o w e v e r ,  t h e  r e l a t i v e  s t r e n g t h  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  w i l l  d i f f e r  c o n s i d e r a b l y  b e t w e e n  t h e  
m o l e c u l e s .  I b u p r o f e n  c o n t a i n s  a  s i n g l e  a r o m a t i c  r i n g  w i t h  n o  e l e c t r o n  w i t h d r a w i n g  
s u b s t i t u e n t s  d i r e c t l y  o n  t h e  r i n g .  T h e  s h a p e  o f  t h e  m o l e c u l e  a l s o  a f f o r d s  s t e r i c  
m a n o e u v r a b i l i t y  t o  a  p o t e n t i a l  a r o m a t i c  r i n g  c o m i n g  i n t o  c l o s e  c o n t a c t  a n d  a l l o w i n g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  n - n  e l e c t r o n  d e l o c a l i s a t i o n  n e c e s s a r y .  R e g a r d i n g  k e t o p r o f e n ,  t h e  
m o l e c u l e  p o s s e s s e s  a  c a r b o n y l  g r o u p  b e t w e e n  t h e  t w o  a r o m a t i c  r i n g s .  T h e  
n a t u r e  o f  t h i s  s u b s t i t u e n t  w i l l  a f f e c t  t h e  c h a r g e  t r a n s f e r  a b i l i t y  o f  t h e  k e t o p r o f e n  
a r o m a t i c  r i n g s  i n  f o r m i n g  z - z  s t a c k i n g  a r r a n g e m e n t s  w i t h  P T M O S .  N a p r o x e n  
c o n t a i n s  a  n a p h t h y l  g r o u p  w h i c h  w i l l  b e  h i g h e r  i n  e l e c t r o n  d e n s i t y .  S i n c e  i t  w i l l  b e  
m o s t l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  s p e c i f i c  i b u p r o f e n  b i n d i n g  c a v i t i e s ,  i t  w i l l  b e  s u b j e c t  t o  T C  
e l e c t r o n  c h a r g e  t r a n s f e r  f o r m a t i o n  w i t h  t h e  p y r i d i n e  i n  t h e  w a s h i n g  s o l u t i o n  a n d  c a n  
b e  r e m o v e d  f i o m  t h e  M P  c o l u m n .  H e n c e ,  t h e  s t r e n g t h  o f  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  t h e  P T M O S  r i n g  a n d  e a c h  o f  t h e  a n a l o g u e s  w i l l  d i f f e r .  F i g u r e  6 . 4  a l s o  s h o w s  
s i g n i f i c a n t  r e m o v a l  o f  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n .  T h e  d e s o r p t i o n  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  i s  
a t t r i b u t e d  t o  a  s h a p e  e x c l u s i o n  e f f e c t  a n d  t o  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  p y r i d i n e  t o  f o r m  n  
e l e c t r o n  i n t e r a c t i o n s  w i t h  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  a n d  r e m o v e  t h e m  f r o m  t h e  
s p e c i f i c  b i n d i n g  c a v i t i e s .  
6 . 3 . 4  S h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  
A  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  s o l  g e l s  f o r  i b u p r o f e n  i s  s h a p e  
c o m p l e m e n t a r i t y .  F r o m  t h e  3  d i m e n s i o n a l  s t r u c t u r e s  o f  t h e  a n a l o g u e s  s h o w n  i n  f i g u r e  
6 . 5 ,  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  a r e  c o n s i d e r a b l e  d i f f e r e n c e s  i n  s h a p e .  T h e  A c c e r y l s  
p r o g r a m  c a l c u l a t e s  t h e  m o l e c u l a r  v o l u m e  o f  i b u p r o f e n  t o  b e  1 4 9 . 8  A 3  w i t h  t h a t  o f  
n a p r o x e n  a t  1 5  1 . 0  A 3 .  K e t o p r o f e n  h a s  a  m o l e c u l a r  v o l u m e  o f  1  7 4 . 8  A ~ . I ~  t h e  f i e l d  o f  
m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s ,  t h e  w o r k  o f  S p i v a k  a n d  c o - w o r k e r s  h a v e  s h o w n  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  s h a p e  s e l e c t i v i t y  i n  n o n - c o v a l e n t l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s .  F o r  s o l  g e l s ,  i t  
h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i m p r i n t e d  s i l i c a  c o u l d  a c t  a s  a  s h a p e  s e l e c t i v e  b a s e  
c a t a l y s t .  T o  s t u d y  t h i s  f u r t h e r  a  t h i r d  s o l  g e l  ( s o l  g e l  3 )  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  b o t h  
A P T E S  a n d  P T M O S .  I t  w a s  e x p e c t e d  t h a t  t h e  r e s u l t a n t  n a n o c a v i t y  w o u l d  b e  e v e n  
m o r e  s i z e  a n d  s h a p e  s e l e c t i v e  f o r  i b u p r o f e n .  A s  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  6 . 6 ,  t h e  s e l e c t i v i t y  
f o r  i b u p r o f e n  o v e r  n a p r o x e n  a n d  k e t o p r o f e n  s h o w e d  a  m a r k e d  i n c r e a s e  o v e r  u s i n g  
A P T E S  o r  P T M O S  a l o n e  a s  t h e  f u n c t i o n a l  m o n o m e r .  
p H  4 p H  4  C ~ H  5 p H  5  C p H  6 p ~ 6  C ~ H  7 p H  7  C ~ H  8 p H  8  c  
L o a d i n g  s o l v e n t  ( w a t e r )  p H  
F i g u r e  6 . 6 :  S e l e c t i v i t y  s t u d y  o n  s o l  g e l  3 .  T h e  %  d e s o r p t i o n  o f  e a c h  d r u g  ( f r o m  %  o f  
e a c h  d r u g  a p p l i e d )  l o a d e d  i n  1  m l  w a t e r  ( a t  a p p r o p r i a t e  p H )  f r o m  s o l  g e l  3  w a s  s t u d i e d  
o n  w a s h i n g  w i t h  1 %  p y r i d i n e  i n  5 0 5 0  a c e t o n i t r i l e :  c h l o r o f o r m .  
T h e  b i n d i n g  o f  c a t e c h o l a m i n e s  o n  i m p r i n t e d  o n  s i l i c a - a l u m i n a  g e l  s h o w s  a  s i z e  
s e l e c t i v e  e f f e c t  [ 2 6 2 ] .  C o m p a r e d  t o  n o r e p i n e p h r i n e  a n d  e p i n e p h r i n e ,  t h e  s m a l l  s i z e  o f  
d o p a m i n e  i m p r i n t e d  c a v i t i e s  o n l y  a l l o w e d  r e b i n d i n g  t o  d o p a m i n e  i t s e l f ,  T h e  
s e l e c t i v i t y  o f  t h e  M I P  r e c e p t o r  p r e p a r e d  w i t h  d i f f e r e n t  r a t i o s  o f  t e m p l a t e  t o  f u n c t i o n a l  
s i l a n e  w a s  e x a m i n e d  w i t h  s e v e n  a n a l y t e s :  d o p a m i n e ,  e p i n e p h r i n e ,  n o r e p i n e p h r i n e ,  
a s c o r b i c  a c i d ,  h o m o v a n i l l i c  a c i d ,  u r i c  a c i d ,  a n d  1 - t y r o s i n e .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  a  s i z e  
s e l e c t i v e  e f f e c t  f o r  t h e  r e c e p t o r s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e c o g n i t i o n  o f  t h e  c a t e c h o l a m i n e s .  
S o m e  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  r e c o g n i t i o n  a b i l i t y  w e r e  t h e  s o l u t i o n  p H  o f  a n a l y t e s  a n d  
s u r f a c e  c a p p i n g  o n  t h e  M I P .  B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a n d  e x h i b i t e d  i n  f i g u r e  6 . 6 ,  
a  f o u r t h  s o l  g e l  w a s  p r e p a r e d  t h i s  t i m e  u s i n g  n a p r o x e n  a s  t e m p l a t e .  I t  w a s  e x p e c t e d  
t h a t  t h i s  s o l  g e l  w o u l d  s h o w  a n  i n c r e a s e d  l e v e l  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  t o w a r d s  i b u p r o f e n  
t h a n  t h e  i b u p r o f e n  i m p r i n t e d  m a t e r i a l  h a d  t o w a r d s  n a p r o x e n  s i n c e  t h e  s m a l l e r  s i z e  o f  
i b u p r o f e n  w o u l d  b e  b e t t e r  a b l e  t o  f i t  i n  t o  t h e  c a v i t y  g e n e r a t e d  b y  n a p r o x e n .  T h e s e  
r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  f i g u r e  6 . 7 .  
p ~ 4 p ~ 4 ~ p ~ 5 p ~ 5 ~ p ~ 6 p ~ 6 ~ p ~  7 p ~ 7 ~ p ~ 8 p ~ 8 ~  
L o a d i n g  s o l v e n t  ( w a t e r )  p H  
F i g u r e  6 . 7  S e l e c t i v i t y  s t u d y  o n  s o l  g e l  4 .  T h e  %  d e s o r p t i o n  f r o m  s o l  g e l  4  w a s  s t u d i e d  o n  
w a s h i n g  w i t h  1 %  p y r i d i n e  i n  5 0 : 5 0  a c e t o n i t r i l e :  c h l o r o f o r m .  
~ U ~ b ~ m l e t ~ n a p m x t t g l ~ e ~ p m ~  1  
A  d e g r e e  o f  c r o s s  r e a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  b u t  t h e  l e v e l  w a s  l o w e r  t h a n  e x p e c t e d .  T h i s  
p h e n o m e n o n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  s h a p e  s e l e c t i v i t y  a n d  t h e  c o n c o m i t a n t  
t h e r m o d y n a m i c a l l y  u n f a v o u r a b l e  c o n d i t i o n s  f o r  i b u p r o f e n  b i n d i n g  t o  a  l a r g e r  c a v i t y .  
S h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  a s s u m e s  a n  i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n c e  w h e n  a  c o m p e t i n g  
m o l e c u l e  t o  t h e  a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  i s  s m a l l e r  i n  s i z e  o r  b u l k  ( o r  a t  l e a s t  o f  s i m i l a r  s i z e ) .  
I f  t h e  c o m p e t i n g  m o l e c u l e  w a s  l a r g e r  t h e n  i t  w o u l d  b e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  b i n d i n g  
c a v i t y  d u e  t o  s t e r i c  h i n d r a n c e  a s  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  h i g h  l e v e l  o f  d e s o r p t i o n  o f  
k e t o p r o f e n .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  6 . 7 .  
E s s e n t i a l l y ,  a  m o l e c u l e  o f  s i m i l a r  s i z e  b u t  d i f f e r e n t  s h a p e  i . e .  i b u p r o f e n  w i l l  b e  
a l l o w e d  t o  m a n o e u v r e  w i t h i n  t h e  n a p r o x e n  s o l  g e l  b i n d i n g  c a v i t y  b u t  w i t h  s u b -  
m a x i m a l  b i n d i n g .  T h e  p h e n o m e n o n  i s  d e s c r i b e d  a s  a  " n o n - o p t i m a l  s p a t i a l  f i t "  [ 6 4 ]  
w i t h  r e f e r e n c e  t o  M P s .  I n  e f f e c t ,  i f  a  m o l e c u l e  l a c k s  o p t i m a l  s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  
t o  t h e  s p a t i a l  o r g a n i s a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  c a v i t y ,  t h e  n u m b e r  o f  p o t e n t i a l  c o n t a c t  
i n t e r a c t i o n  p o i n t s  w i l l  b e  r e d u c e d .  S i n c e  t h e  o p t i m a l  s p a t i a l  f i t  i s  n o t  a c h i e v e d ,  
r e b i n d i n g  w i l l  h a v e  t o  o v e r c o m e  a n  e x t r a  t h e r m o d y n a m i c  b a r r i e r ,  h e n c e  a  l o w e r  l e v e l  
o f  r e b i n d i n g  w i l l  b e  o b s e r v e d .  T h e  m o l e c u l e  e x h i b i t i n g  t h e  o p t i m a l  s p a t i a l  f i t ,  i n  t h e  
c a s e  o f  s o l  g e l  4 ,  n a p r o x e n ,  w i l l  d e m o n s t r a t e  a  b e t t e r  f i t  t o  t h e  s h a p e  o f  t h e  b i n d i n g  
c a v i t y  a n d  t h u s  t h e  s o l  g e l  s h o w e d  e n h a n c e d  s e l e c t i v i t y  t o w a r d s  n a p r o x e n .  D e s p i t e  t h e  
s i m i l a r  m o l e c u l a r  v o l u m e s  o f  i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n ,  t h e  s h a p e s  o f  t h e  m o l e c u l e s  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t .  H e n c e ,  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l  p r e p a r e d  a g a i n s t  
i b u p r o f e n  d e m o n s t r a t e s  s e l e c t i v e  r e b i n d i n g  o n  t h e  o r d e r  o f  i b u p r o f e n  > >  n a p r o x e n >  
k e t o p r o f e n  a n d  a  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l  p r e p a r e d  a g a i n s t  n a p r o x e n  s h o w e d  
n a p r o x e n  > >  i b u p r o f e n >  k e t o p r o f e n .  
6 . 3 . 5  A p p l i c a t i o n  t o  s a m p l e  a n a l y s i s  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  i b u p r o f e n  s o l  g e l  ( s o l  
g e l  3 )  i t  w a s  e m p l o y e d  i n  a  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e .  A  u r i n e  s a m p l e  w a s  
t a k e n  f r o m  a  v o l u n t e e r  a t  6  h  p o s t  i n g e s t i o n  o f  a  s i n g l e  d o s e  o f  2 0 0  m g  o f  i b u p r o f e n  
c o n t a i n e d  i n  a  ~ u r o f e n ~ ~  t a b l e t . I b u p r o f e n  u n d e r g o e s  e x t e n s i v e  c o n j u g a t i o n  i n  t h e  
h u m a n  b o d y  w i t h  t h e  k i d n e y  b e i n g  t h e  m a i n  s o u r c e  o f  e x c r e t i o n .  O n l y  1 %  o f  a n  
i n g e s t e d  d o s e  o f  i b u p r o f e n  i s  e x c r e t e d  a s  t h e  f r e e  i . e .  u n c o n j u g a t e d  m o l e c u l e .  T w o  
m a j o r  m e t a b o l i t e s  o f  i b u p r o f e n  a r e  p r o d u c e d  -  c a r b o x y i b u p r o f e n  a n d  
h y d r o x y i b u p r o f e n  f o r  e a c h  o f  w h i c h  s t e r e o i s o m e r s  e x i s t .  
A  1  m l  v o l u m e  o f  u r i n e  a t  t h e  a b o v e  t i m e  p o i n t  w a s  l o a d e d  i n d e p e n d e n t l y  o n t o  t h e  s o l  
g e l  c o l u m n  w i t h o u t  p H  a d j u s t m e n t .  A l t h o u g h ,  s e l e c t i v e  c l e a n  u p  o f  t h e  u r i n e  s a m p l e  
w a s  a c h i e v e d ,  a  s m a l l  r e c o v e r y  o f  i b u p r o f e n  a n d  t h e  a n a l o g u e s  c a r b o x y i b u p r o f e n  a n d  
h y d r o x y i b u p r o f e n  w a s  o b t a i n e d .  T h i s  w a s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  s i g n i f i c a n t  g l u c u r o n i d a t i o n  
o f  i b u p r o f e n .  G i v e n  t h e  l a r g e  s i z e  o f  t h i s  m o l e c u l e  i t  w i l l  n o t  b e  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  
s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  a f f o r d e d  b y  t h e  s o l  g e l  c a v i t y .  I n  o r d e r  t o  f r e e  t h e  i b u p r o f e n ,  
t h e  u r i n e  s a m p l e  w a s  s u b j e c t e d  t o  a  h y d r o l y s i s  r e a c t i o n  a s  d e s c r i b e d  [ 2 7 6 ] .  T h i s  l e d  t o  
g r e a t l y  i n c r e a s e d  p e a k  a r e a s  f o r  i b u p r o f e n  a n d  t h e  m e t a b o l i t e s  f o r  t h e  s a m e  s a m p l e .  
T h e  a b o v e  p r o c e d u r e  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  t h e  s a m e  l o a d i n g  a n d  w a s h i n g  c o n d i t i o n s  a s  
b e f o r e .  A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  f i g u r e  6 . 8  ( b e l o w ) ,  g o o d  c l e a n  u p  o f  t h e  u r i n e  s a m p l e  w a s  
a c h i e v e d .  T h e  q u a n t i t y  o f  n o n - m e t a b o l i s e d  i b u p r o f e n  i n  t h e  s a m p l e  a t  6  h  p o s t  
i n g e s t i o n  w a s  q u a n t i f i e d  a t  7 . 0 7  p g / r n L .  T h e  e x c e l l e n t  s e l e c t i v i t y  a n d  s e n s i t i v i t y  h a s  
f u r t h e r  b e e n  d e m o n s t r a t e d  w i t h  a  r e c o v e r y  o f  1 0 2 . 3  1 % .  
U h e  s a m p l e  6  h  p o s t  i ~ ~ u o f e a n ~ g e s t i o a  p a s s e d  t l u o l ~ $  t  a h i l g e  o f  s o l  g e l  3  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
F i r u r e  6 . 8 :  H P L C  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f o l l o w i n g  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  o f  a  u r i n e  -  -  m -  
s a m p l e  ( w i t h  h y s r o l y s i s )  6  h  p o s t  i n g e s t i o n  o f  2 0 0  m g  i b u p r o f e n  u s i n g  2 0 0  m g  o f  s o l  g e l  3 .  
I b u p r o f e n  e l u t e d  a t  9 . 6  m i n  w i t h  t h e  m o r e  p o l a r  m e t a b o l i t e s  b e t w e e n  5 . 0  a n d  8 . 5  m i n .  
G i v e n  t h e  c l o s e  s t r u c t u r a l  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  i b u p r o f e n  a n d  t h e  t w o  m a j o r  m e t a b o l i t e s  
( f i g u r e  6 . 9  b e l o w ) ,  t h e  s o l  g e l  d i d  n o t  d i s c r i m i n a t e  s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  t h e  
m e t a b o l i t e s  o f  i b u p r o f e n .  
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2 - H Y D R O X Y I B U P R O F E N  /  C A R B O X Y I B U P R O F E N  
F i g u r e  6 . 9  O x i d a t i v e  r o u t e  o f  i b u p r o f e n  m e t a b o l i s m .  R e p r o d u c e d  w i t h o u t  m o d i f i c a t i o n  
f r o m  d e  O l i v e i r a  e t  a l . ,  [ 2 7 6 ]  
I t  i s  p r o b a b l e  t h a t  t h e  s o l  g e l  d i s p l a y e d  s i g n i f i c a n t  r e t e n t i o n  o f  m e t a b o l i t e s  i n  a d d i t i o n  
t o  i b u p r o f e n .  T h i s  i s  l i k e l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  a l l  o f  t h e  m e t a b o l i t e s  c o n t a i n  a n  e x t r a  
h y d r o x y l  g r o u p  a n d  w i l l  s t i l l  b e  c a p a b l e  o f  u n d e r g o i n g  h y d r o g e n  b o n d i n g  w i t h  t h e  
A P T E S  f u n c t i o n a l i t y  w h i l e  i b u p r o f e n  w i l l  b e  f u l l y  d e p r o t o n a t e d  a t  t h e  p H  o f  u r i n e .  
T h i s  i s  t h e  m o s t  l i k e l y  w o r k i n g  h y p o t h e s i s  a s  t h e  s p a t i a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  
i b u p r o f e n ,  c a r b o x y i b u p r o f e n  a n d  h y d r o x y i b u p r o f e n  a r e  m i n i m a l .  T h e  c o n t r i b u t i o n  o f  
s p e c i f i c  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  t o w a r d s  s e l e c t i v i t y  i s  e v i d e n t  h e r e .  E s s e n t i a l l y ,  b o t h  
i n  M I P  a n d  i m p r i n t e d  s o l  g e l  s y s t e m s  t h e  m a j o r  d e t e r m i n a n t  o f  t h e  m e m o r y  e f f e c t  i s  
s h a p e  c o m p l e m e n t a r i t y  h o w e v e r  r e l a t i v e l y  s u b t l e  i n t e r a c t i o n s  s u c h  a s  e l e c t r o s t a t i c ,  
s t a c k i n g  o r  h y d r o g e n  b o n d i n g  c a n  a c t  t o  a u g m e n t  t h e  a n d  s t r e n g t h e n  t h e  b i n d i n g .  I t  i s  
i m p o r t a n t  t h e n  t h a t  t h e s e  i n t e r a c t i o n s  a r e  p r e s e r v e d  d u r i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  i m p r i n t e d  
m a t e r i a l s .  
6 . 3 . 6  C o a t i n g  o f  s o l  g e l s  
A  n u m b e r  o f  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  s o l  g e l s  a n d  t h e  s o l  g e l  p r o c e s s  i t s e l f  r e n d e r  
t h e m  s u i t a b l e  f o r  c o a t i n g  o n t o  s u r f a c e s .  T h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s  i n c l u d e  o p t i c a l  
t r a n s p a r e n c y  a n d  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  t h i n  l a y e r s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  c o n d e n s a t i o n  
p r o c e s s  c a n  b e  p e r f o r m e d  i n  a i r  a n d  d o e s  n o t  r e q u i r e  a n  i s o l a t e d  s y s t e m  e . g .  
p o l y m e r i s a t i o n  o f  a c r y l a t e  m o n o m e r s  m u s t  b e  p e r f o r m e d  i n  a n  i n e r t  a t m o s p h e r e  w i t h  
t h e  e x c l u s i o n  o f  o x y g e n  v i t a l  t o  t h e  p r o c e s s .  
W h e n  a  t h i n  l a y e r  o f  a n  i m p r i n t e d  s o l  g e l  i s  c o a t e d  o n t o  a  s u r f a c e ,  a  s p e c i f i c ,  f a s t  a n d  
d i r e c t  s e n s i n g  e l e m e n t  c a n  b e  g e n e r a t e d .  T h i s  i s  b e c a u s e  d i f f u s i o n  e f f e c t s  a r e  d e l a y e d  
( s e e  i n t r o d u c t i o n  f o r  d i s c u s s i o n  o n  d i f f u s i o n  i n  M I P S ) .  
6 . 3 . 6 . 2  S t u d y  o f  s p e e d  o f  s p i n  c o a t i n g  
I n  o r d e r  t o  s t u d y  t h e  e f f e c t  o f  c o a t i n g  s p e e d ,  1 0 0 0  p l  o f  p r e - c o n d e n s a t i o n  s o l  g e l  3  
( i n c l u d i n g  t e m p l a t e )  w a s  s p i n  c o a t e d  a t  t h e  f o l l o w i n g  s p e e d s ,  1 0 0 0 ,  2 0 0 0 ,  3 0 0 0 , 4 0 0 0  
o n t o  g l a s s  m i c r o s c o p e  s l i d e s  ( 7 5  x  1 2  m m ) .  T h e  s l i d e s  w e r e  a l l o w e d  t o  a i r  d r y  f o r  2 4  
h .  F o l l o w i n g  t h i s  t h e  t e m p l a t e  ( i b u p r o f e n )  w a s  r e m o v e d  b y  r e p e a t e d l y  p a s s i n g  
m e t h a n o l  o v e r  t h e  s l i d e  u n t i l  n o  t r a c e  o f  i b u p r o f e n  c o u l d  b e  d e t e c t e d  b y  H P L C .  F o r  
t h i s  p u r p o s e ,  t h e  w a s h i n g s  w e r e  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  a  1  m l  
v o l u m e .  T h e  s l i d e s  w e r e  t h e n  l a c e d  i n  a  s o l u t i o n  o f  i b u p r o f e n  a t  1  p g / m l  ( 2 0 0  m l )  
o v e r n i g h t  ( 2 4  h )  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  s l i d e s  w e r e  r e m o v e d  a n d  w a s h e d  b y  
p l a c i n g  i n  a  b a t h  o f  s o d i u m  p h o s p h a t e  5 0  r n M  ( 2 0 0  m l )  f o r  1 6  h .  S p e c i f i c  m a t e r i a l  
w a s  e l u t e d  b y  p l a c i n g  t h e  s l i d e s  i n  m e t h a n o l  ( 2 0 0  m l )  o v e r n i g h t  ( s e a l e d ) .  T h e  a m o u n t  
o f  i b u p r o f e n  d e s o r b e d  f r o m  t h e  s l i d e s  w a s  q u a n t i f i e d  b y  H P L C .  T h e  a m o u n t  o f  
i b u p r o f e n  i n  t h e  m e t h a n o l  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  s p e e d  o f  s p i n  c o a t i n g  i n  r p m .  T h i s  i s  
s h o w n  i n  t a b l e  6 . 2 :  
T a b l e  6 . 2 :  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  i b u p r o f e n  d e t e r m i n e d  b y  t h e  c o a t e d  s o l  g e l  
e x p r e s s e d  a s  a  %  o f  t h e  o r i g i n a l  k n o w n  c o n c e n t r a t i o n  e l u t e d  w i t h  m e t h a n o l  
S p e e d  o f  s p i n  c o a t i n g  %  D e s o r b e d  f r o m  %  D e s o r b e d  f r o m  
( r ~ m )  I m p r i n t e d  -  s o l  g e l  c o n t r o l  s o l  g e l  
-  
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- -  
-  
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T h e  i n i t i a l  a m o u n t  o f  i b u p r o f e n  i n  p g  i n  t h e  2 0 0  m l  s o l u t i o n  i s  
T h e  a m o u n t  o f  i b u p r o f e n  i n  t h e  m e t h a n o l  ( p o s t  d e s o r p t i o n  f r o m  t h e  s l i d e )  w a s  
c a l c u l a t e d  i n  p g  a n d  p r e s e n t e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  t h e  i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n .  G i v e n  t h e  
h i g h  s o l u b i l i t y  o f  i b u p r o f e n  i n  m e t h a n o l  a l o n g  w i t h  i t s  a b i l i t y  t o  d i s r u p t  h y d r o g e n  
b o n d i n g  a n d  z - z  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  i t  w a s  d e e m e d  t o  b e  a  s u i t a b l e  s o l v e n t  f o r  t h i s  
p u r p o s e .  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  s l i d e s  h a d  r e a c h e d  s a t u r a t i o n  l e v e l s  o f  b i n d i n g  
b y  2 4  h .  T h e  r e l a t i v e l y  l o w  %  r e b i n d i n g  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  c o a t e d  s o l  g e l  h a v i n g  a  
l o w  c a p a c i t y  i . e .  t h e  b i n d i n g  s i t e s  a r e  q u i c k l y  s a t u r a t e d .  N o t e w o r t h y  i s  t h e  e x c e l l e n t  
s p e c i f i c i t y  e x h i b i t e d  w i t h  n e g l i g i b l e  l e v e l s  o f  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  t o  t h e  c o n t r o l  
s o l  g e l .  F u r t h e r m o r e ,  t h e r e  i s  a n  o p t i m u m  s p e e d  f o r  s p i n  c o a t i n g  w i t h  r e f e r e n c e  t o  t h i s  
s o l  g e l .  T h e  a m o u n t  o f  r e b i n d i n g  r e a c h e s  a  p e a k  a t  3 0 0 0  r p m .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a t  
1 0 0 0  a n d  2 0 0 0  r p m ,  t h e  c o a t i n g  i s  t o o  t h i c k  t o  a l l o w  i b u p r o f e n  t o  d i f i s e  i n t o  t h e  
b i n d i n g  s i t e s .  A t  3 0 0 0  r p m ,  t h e  l a y e r  t h i c k n e s s  i s  s m a l l e r  a n d  i b u p r o f e n  m o l e c u l e  c a n  
d i f f u s e  m o r e  r e a d i l y .  A t  4 0 0 0  r p m  o r  h i g h e r ,  a  d e c r e a s e  i n  r e b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d .  
T h i s  i s  a t t r i b u t e d  t o  a  g r e a t e r  t h a n  d e s i r e d  q u a n t i t y  o f  t h e  s o l  g e l  b e i n g  r e m o v e d  f r o m  
t h e  s l i d e  a n d  h e n c e  c o v e r a g e  m a y  n o t  b e  c o m p l e t e .  A l s o  a  l a y e r  t h a t  i s  t o o  t h i n  w i l l  
n o t  p o s s e s s  t h e  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t y  o f  b i n d i n g  s i t e s  r e q u i r e d  t o  m a x i m i s e  i b u p r o f e n  
b i n d i n g .  
6 . 3 . 6 . 3  A  d i r e c t  U V  a s s a y  f o r  i b u p r o f e n  
T h e  o u t s i d e  o f  a  q u a r t z  c u v e t t e  w a s  c o a t e d  w i t h  t h e  s a m e  m i x t u r e  a s  s e c t i o n  6 . 3 . 5 . 1 ,  
( 3 0  s  a t  3 0 0 0  r p m ) .  W a s h i n g  w a s  p e r f o r m e d  b y  i i m m e r s i n g  t h e  s l i d e  i n  s o d i u m  
p h o s p h a t e  5 0  m M  o v e r n i g h t  a t  R T .  T h e  r e b i n d i n g  a n d  w a s h i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  a s  
d e s c r i b e d .  O n  c o n s e c u t i v e  d a y s  a n  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  i b u p r o f e n  w a s  a s s a y e d  
b y  d i r e c t  U V  r e a d i n g  a t  2 2 0  n m .  T h e  l i n e a r i t y  i s  d e m o n s t r a t e d  b e l o w  i n  f i g u r e  6 . 1 0 :  
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F i g u r e  6 . 1 0 :  L i n e a r i t y  o f  t h e  s o l  g e l  r e s p o n s e  t o  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i b u p r o f e n .  
A b o v e  1 0  p g l m l ,  l i n e a r i t y  w a s  l o s t  a s  t h e  b i n d i n g  p o c k e t s  o n  t h e  s o l  g e l  b e c a m e  
s a t u r a t e d .  A g a i n ,  n o t e  t h e  n e g l i g i b l e  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  t o  t h e  c o n t r o l  ( i n s e t ) .  T h e  
s o l  g e l  c o a t i n g  t e c h n o l o g y  o f f e r s  a n  a t t r a c t i v e  a l t e r n a t i v e  t o  M I P S .  T h e  a d v a n t a g e  o f  
o p t i c a l  t r a n s p a r e n c y  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l .  T h e i r  e a s e  o f  c o a t i n g  ( w i t h o u t  i n c o n v e n i e n t  
p r o b l e m s  s u c h  a s  d e g a s s i n g  m a y  m e a n  t h e y  a r e  m o r e  a p p l i c a b l e  t h a n  M I P S  i n  s e n s o r  
t y p e  a p p l i c a t i o n s .  
6 . 4  C o n c l u s i o n  
T h e  o b j e c t i v e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  e n h a n c e  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  n a t u r e  o f  
s e l e c t i v i t y  i n  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l s .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  i n  t w o  w a y s .  F i r s t l y ,  
t h e  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  s o l  g e l s  g e n e r a t e d  u s i n g  d i f f e r e n t  f u n c t i o n a l  s i l a n e s  
a n d  s e c o n d l y  b y  p r o b i n g  t h e  s e l e c t i v e  r e b i n d i n g  a b i l i t i e s  o f  e a c h  o f  t h e  s o l  g e l s  b y  
v a r y i n g  e x p e r i m e n t a l  r e b i n d i n g  c o n d i t i o n s  a n d  d e t e r m i n i n g  t h e  o p t i m u m  s o l i d  p h a s e  
e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  t o  e x t r a c t  i b u p r o f e n  f i o m  a  m i x t u r e  o f  i b u p r o f e n ,  k e t o p r o f e n  a n d  
n a p r o x e n  w h i l s t  n o t  e x t r a c t i n g  t h e  l a t t e r  t w o  m o l e c u l e s .  I t  w a s  p r o p o s e d  t h a t  t h e r e  a r e  
t w o  d e t e r m i n a n t s  o f  s e l e c t i v i t y  i n  t h e s e  s o l  g e l s .  F i r s t l y  s p e c i f i c  g e o m e t r i c  b i n d i n g  
c a v i t i e s  w h i c h  t h r o u g h  s p a t i a l  c o m p l e m e n t a r i t y  s e r v e  a s  h i g h l y  s e l e c t i v e  s h a p e  b a s e d  
e x c l u s i o n  c a v i t i e s  w h i c h  a l l o w  e n t r y  o f  t h e  a n a l y t e  o f  i n t e r e s t  ( t e m p l a t e )  w h i l s t  
r e f u s i n g  a c c e s s  t o  e v e n  a n a l o g u e s  o f  t h e  t e m p l a t e  d e p e n d i n g  o n  t h e  l e v e l  o f  s p a t i a l  
s i m i l a r i t y  o f  t h e  a n a l o g u e ( s )  w i t h  t h e  t e m p l a t e .  S e c o n d l y ,  t h e r e  i s  t h e  c h e m i c a l  
f u n c t i o n a l i t y  i m p a r t e d  t o  t h e  s o l  g e l  b y  t h e  f u n c t i o n a l  s i l a n e  e . g .  A P T E S ,  P T M O S .  
T h e  p o t e n t i a l  a p p l i c a t i o n s  o f  s u c h  h i g h l y  s e l e c t i v e  s o l  g e l s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  
s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c l e a n  u p  a n d  p r e c o n c e n l x - a t i o n  o f  i b u p r o f e n  ( a n d  m e t a b o l i t e s )  
f r o m  u r i n e  a n d  b y  d e m o n s t r a t i n g  t h e  e f f i c i e n c y  o f  s o l  g e l  c o a t i n g s  i n  s p e c i f i c  
a n a l y s e s .  T h e  a p p l i c a t i o n s  o f  t h i s  t y p e  o f  m a t e r i a l  a r e  m a n y  a n d  c a n  b e  p e r f o r m e d  
e a s i l y  a n d  e c o n o m i c a l l y .  I t  w a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  b y  u n d e r s t a n d i n g  t h e  n a t u r e  o f  s o l  
g e l  c h e m i s t r y ,  s p e c i f i c  a n d  s e l e c t i v e  m a t e r i a l s  c a n  b e  p r o d u c e d  t h a t  c a n  e a s i l y  b e  u s e d  
a s  s o l i d  p h a s e  s o r b e n t s  o r  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a n a l y t i c a l  d e v i c e s .  
T h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  a l o n g  w i t h  t h e  f u n c t i o n a l i t y  i m p a r t e d  t o  
t h e  s o l  g e l  b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t e m p l a t e - m o n o m e r  c o m p l e x e s  a  m a j o r  d e t e r m i n a n t  
o f  s e l e c t i v i t y  i s  s h a p e  s e l e c t i v e  m e m o r y .  T h e  u t i l i s a t i o n  o f  a  t h r e e  m o n o m e r  s y s t e m  
a f f o r d s  r e c o g n i t i o n  i n  t h e  c a v i t i e s  b a s e d  o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s ,  
h y d r o g e n  b o n d i n g ,  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s ,  e l e c t r o s t a t i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  s h a p e  
c o m p l e m e n t a r i t y  a n d  m i n i r n i s e s  c r o s s  r e a c t i v i t y .  I n  a d d i t i o n  r e a l  s a m p l e  a n a l y s i s  h a s  
b e e n  p e r f o r m e d  o n  u r i n e  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  i b u p r o f e n  a n d  m e t a b o l i t e s  s h o w i n g  
s p e c i f i c  p r e c o n c e n t r a t i o n .  
C h a p t e r  7  
C o n c l u s i o n  
7 . 1  G e n e r a l  
T h e  s e l f - a s s e m b l y  a p p r o a c h  f o r  t h e  s y n t h e s i s  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  h a s  
d e m o n s t r a t e d  s i g n i f i c a n t  p o t e n t i a l  f o r  p r o d u c i n g  s e l e c t i v e ,  h i g h l y  c r o s s  l i n k e d  
p o l y m e r i c  b i o m i m e t i c  m a t e r i a l s  i n  a  s t r a i g h t f o r w a r d  m e t h o d .  H o w e v e r  a s  i s  e v i d e n t  
f r o m  t h i s  t h e s i s ,  i t  i s  e v i d e n t l y  a  m u l t i - d i s c i p l i n a r y  t a s k .  T h e  u s u a l  s c h e m a t i c  
e m p l o y e d  i n  f i g u r e  1 . 1  i s  t o o  s i m p l i s t i c  t o  a c c u r a t e l y  r e p r e s e n t  t h e  m y r i a d  o f  
p r o c e s s e s  a c t i n g  i n  c o n c e r t  t o  p r o d u c e  t h e  m o l e c u l a r  s p e c i f i c i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  M I P s .  
N e v e r t h e l e s s ,  m a n y  e x a m p l e s  t h r o u g h o u t  t h e  l i t e r a t u r e  d e m o n s t r a t e  t h e  s u c c e s s f u l  
a p p l i c a t i o n  o f  M I P s  a s  s y n t h e t i c  r e c o g n i t i o n  m a t e r i a l s  i n  s a m p l e  p r e p a r a t i o n ,  
c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  a n d  a s  a n t i b o d y  s u b s t i t u t e s  i n  b i n d i n g  a s s a y s .  N u m e r o u s  
f a c t o r s ,  i n  p a r t i c u l a r ,  t h e  c h o i c e  o f  f u n c t i o n a l  m o n o m e r ,  c r o s s - l i n k e r  a n d  p o r o g e n i c  
s o l v e n t  a s  w e l l  a s  t h e  r a t i o  b e t w e e n  t e m p l a t e  a n d  f u n c t i o n a l  m o n o m e r  w i l l  a f f e c t  t h e  
r e s u l t i n g  i m p r i n t i n g  e f f i c i e n c y  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  e x a m p l e  o f  t h e  i m p r i n t i n g  o f  
t h e  c h e m o t h e r a p e u t i c  a g e n t  m e t h o t r e x a t e .  M o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l i d  p h a s e  
e x t r a c t i o n  a l l o w e d  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  c l e a n  u p  o f  c a f f e i n e  f r o m  s p i k e d  s o f t  d r i n k  
s a m p l e s  w i t h o u t  p r e c e d i n g  c l e a n  u p  s t e p s .  
D e s p i t e  t h e  g e n e r a l  a d v a n t a g e s  o f  M I P s  i n c l u d i n g  t h e r m a l ,  c h e m i c a l  a n d  m e c h a n i c a l  
s t a b i l i t y ,  n o n - c o v a l e n t l y  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  a r e  c h a r a c t e r i s e d  b y  s u b s t a n t i a l  b i n d i n g  
s i t e  h e t e r o g e n e i t y  w i t h  a  l o w  p e r c e n t a g e  o f  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s  w h i c h  h a s  
l i m i t e d  t h e i r  p r a c t i c a l  a p p l i c a t i o n .  B a s e d  o n  t h e s e  c o n s i d e r a t i o n s ,  i m p r o v i n g  t h e  
b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  M I P s  b  d e v e l o p i n g  h i g h l y  o p t i r n i s e d  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  i s  
n e c e s s a r y .  C o n s e q u e n t l y  t h i s  t h e s i s  a i m e d  a t  a  r a t i o n a l  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  p r i n c i p l e s  
u n d e r l y i n g  f o r m a t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  i n v e s t i g a t i n g  m o l e c u l a r  l e v e l  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  t h e  c o m p o n e n t s  i n v o l v e d  i n  i m p r i n t i n g  a t  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s t a g e .  F o r  
t h i s  p u r p o s e  i b u p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  w e r e  u s e d  a s  m o d e l  t e m p l a t e s .  T h e  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  t h e  t e m p l a t e s  a n d  t h e  c o m m o n l y  u s e d  h n c t i o n a l  m o n o m e r s  ( 2  a n d  4 -  
v i n y l p y r i d i n e  a n d  m e t h a c r y l i c  a c i d  w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  ' H - N M R  s t u d i e s  a n d  b y  
m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s .  A n  l t e r n a t i v e  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  m e t h o d  w a s  
i n v e s t i g a t e d  b y  s o l  g e l  c h e m i s t r y .  
7 . 2  C h a p t e r  2  
I n  c h a p t e r  2 ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a  s p e c i f i c  M I P  f o r  c a f f e i n e  i s  a p p r o a c h e d  b y  s c r e e n i n g  
c a f f e i n e  a g a i n s t  2 - V P  a n d  M A A .  M A A  s h o w e d  t h e  h i g h e s t  b i n d i n g  e n e r g y  s c o r e s .  
T h e  m o l a r  r a t i o  a s  e x a m i n e d  b y  f u r t h e r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  c a l c u l a t i o n s ,  N M R  
s p e c t r o s c o p y  a n d  U V  m o l e  r a t i o  p l o t s .  A n  i n i t i a l  a p p r e c i a t i o n  o f  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  
p o r o g e n  w a s  o b s e r v e d  w h e n  M I P S  p r o d u c e d  w i t h  t h e  s a m e  t e m p l a t e :  f u n c t i o n a l  
m o n o m e r  r a t i o  s h o w e d  d i f f e r e n t  r e b i n d i n g  e f f i c i e n c i e s  d u r i n g  S P E  s t u d i e s .  
F u r t h e r m o r e ,  i n c r e a s i n g  t h e  v o l u m e  o f  t h e  o p t i m a l  s o l v e n t  c a n  i m p r o v e  r e b i n d i n g  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  s u r f a c e  a r e a  a n d  p o r e  s i z e s  l e a d i n g  t o  b e t t e r  f l o w  c h a r a c t e r i s t i c s  a n d  
m a s s  t r a n s f e r  i n  S P E .  
7 . 3  C h a p t e r  3  
W h e n  u s i n g  e x p e n s i v e  o r  t o x i c  c o m p o u n d s  s u c h  a s  m e t h o t r e x a t e  a  t r i a l  a n d  e r r o r  
a p p r o a c h  t o  M I P  o p t i m i s a t i o n  i s  a  l i m i t i n g  o p t i o n  u n l e s s  a  " d u m m y "  t e m p l a t e  c a n  b e  
u s e d .  P a r t i c u l a r l y  u s e f u l  i n  t h i s  r e g a r d  i s  e p i t o p e  i m p r i n t i n g .  E s s e n t i a l l y ,  a  p o r t i o n  o f  
t h e  m o l e c u l e  o f  i n t e r e s t  @ r e f e r a b l y  a  p o r t i o n  o f  p a r t i c u l a r  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  a n d  
u n i q u e  f u n c t i o n a l i t y )  i s  i m p r i n t e d .  A n a l o g o u s  t o  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  t h e  e p i t o p e  o f  a n  
a n t i g e n ,  t h e  M I P  w i l l  r e c o g n i s e  t h e  t e m p l a t e  b a s e d  o n  t h e  r e b i n d i n g  t o  t h e  i m p r i n t e d  
p o r t i o n .  I n  t h e  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  i n  c h a p t e r  3 ,  i t  i s  s h o w n  
t h a t  i m p r i n t i n g  o f  a  s u b s t r u c t u r e  c a n  l e a d  t o  c o m p a r a b l e  e x t r a c t i o n  e f f i c i e n c i e s  t o  
i m p r i n t i n g  t h e  e n t i r e  m o l e c u l e .  F u r t h e r m o r e ,  g i v e n  t h e  l i m i t e d  t e m p l a t e  s o l u b i l i t y  
e x h i b i t e d  b y  m e t h o t r e x a t e  a  c o m p r o m i s e  n e e d e d  t o  b e  m a d e  r e g a r d i n g  p o r o g e n i c  
s o l v e n t .  I t  i s  e x p e c t e d  t h a t  i m p r i n t i n g  t h e  g l u t a m i c  a c i d  s u b s t r u c t u r e  i n  a  l e s s  s e v e r e  
s o l v e n t  t o  D M S O  w o u l d  l e a d  t o  g r e a t e r  r e c o v e r i e s .  A  s i m i l a r  a p p r o a c h  w a s  a d o p t e d  
b y  Q u a g l i a  s h o w i n g  j u s t  s u c h  a n  e f f e c t .  
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T h e  r e c o g n i t i o n  o f  a  s u b s t r u c t u r e  o f  a  m o l e c u l e  e v i d e n t l y  i n v o l v e s  a  c o n t r i b u t i o n  f r o m  
s h a p e  o r  s p a t i a l  o r g a n i s a t i o n  i n  t h e  r e b i n d i n g .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  i n v e s t i g a t e d  
f u r t h e r  i n  c h a p t e r  4 .  I b u p r o f e n  w a s  s e l e c t e d  a s  a  m o d e l  t e m p l a t e  m o l e c u l e  d u e  t o  t h e  
f a c t  t h a t  i t s  a n a l o g u e s  -  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n  b o t h  h a v e  a  s i m i l a r  a n t i -  
i n f l a m m a t o r y  e f f e c t  i n  a n i m a l s .  B o t h  a c t  t o  r e p r e s s  e x p r e s s i o n  o f  C O X  1  a n d  C O X  2  
i n  a n i m a l  c e l l s .  A l l  t h r e e  m o l e c u l e s  p o s s e s s  s i m i l a r  f u n c t i o n a l i t i e s  h o w e v e r  t h e  s h a p e  
o f  e a c h  m o l e c u l e  i s  c o n s i d e r a b l y  d i f f e r e n t .  M o l e c u l a r  m o d e l l i n g  a n d  ' H - N M R  s t u d i e s  
i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  n - n  s t a c k i n g  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  a r o m a t i c  r i n g s  o f  
i b u p r o f e n  a n d  2 - v i n y l p y r i d i n e .  T h e s e  i n t e r a c t i o n s  a r e  a l s o  l i k e l y  t o  b e  p r e s e n t  w i t h  2 -  
V P  a n d  b o t h  o f  t h e  a n a l o g u e s  t o  d i f f e r i n g  e x t e n t s .  I n  a d d i t i o n ,  i b u p r o f e n  w a s  
i m p r i n t e d  i n  D M F  -  a  m o l e c u l e  p r e v i o u s l y  s h o w n  t o  b e  c o m p a t i b l e  f o r  r e b i n d i n g  o f  
t h e  t e m p l a t e  t o  t h e  p o l y m e r  u n d e r  a q u e o u s  c o n d i t i o n s .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  
o f  c h a n g i n g  s o l v e n t s  o n  %  u p t a k e  o f  t e m p l a t e ,  t h e  p o l y m e r  w a s  e x p o s e d  t o  d i f f e r e n t  
s o l v e n t s .  C h a n g e s  i n  t h e  p a r t i c l e  s i z e  w e r e  m e a s u r e d .  I m p o r t a n t l y ,  t h e s e  c a n  b e  
i n d i c a t i v e  o f  s w e l l i n g  o f  t h e  p o l y m e r  a n d  h e n c e  d i s t o r t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s .  
7 . 5  C h a p t e r  5  
I n  o r d e r  t o  m o d e l  t h e  e f f e c t  o f  s o l v e n t s  o f  d i f f e r i n g  p r o p e r t i e s  ( p o l a r i t y )  o n  t h e  
s t a b i l i t y  o f  c o n f o r m a t i o n s  o f  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x e s  o f  n a p r o x e n  w i t h  4 -  
V i n y l p y r i d i n e  w e r e  a n a l y s e d  b y  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s  i n  e x p l i c i t  s o l v e n t  
( D M F ,  m e t h a n o l  a n d  c h l o r o f o r m ) .  T h e s e  s t u d i e s  h a v e  r e v e a l e d  t h a t  M D  a r e  a n  
e f f e c t i v e  a n d  h i g h l y  p r o m i s i n g  t o o l  f o l l o w i n g  m o l e c u l a r  l e v e l  i n t e r a c t i o n s .  T h e  
s i m u l a t i o n s  r e s u l t e d  i n  a  t r a j e c t o r y  o f  t h e  m o l e c u l e s  a t  a  n a n o s e c o n d  t i m e s c a l e  
d i r e c t l y  v i s u a l i s i n g  t h e  i n t e r a c t i n g  g r o u p s .  F u r t h e r m o r e ,  f a c t o r s  k n o w n  t o  a f f e c t  
i m p r i n t i n g  s u c h  a s  s o l v a t i o n  e f f e c t s  m a y  b e  a s s e s s e d  w i t h  M D  s i m u l a t i o n s  e . g .  
c a l c u l a t i o n  o f  s o l v a t i o n  f r e e  e n e r g i e s  o f  s e l e c t e d  c o n f o r m a t i o n s .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  
e m p i r i c a l  d a t a  ( e . g .  N M R )  i n t o  s i m u l a t i o n s  w o u l d  s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e  t h e  c o n t r o l  o f  
t h e  s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n s  r e n d e r i n g  M D  s i m u l a t i o n s  a  u s e f u l  t o o l  f o r  i n v e s t i g a t i n g  
p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  p h e n o m e n a .  T h e r e b y  a p p r o p r i a t e  c a n d i d a t e  m o l e c u l e s  w i t h  
h i g h  s e l e c t i v i t y  f o r  a  p a r t i c u l a r  c a n d i d a t e  a n a l y t e  c a n  b e  i d e n t i f i e d  i n  a  p r e d i c t i v e  
p r o c e s s .  
A s  p a r t  o f  a n  o v e r a l l  a p p r o a c h  t o  o p t i m i s i n g  M I P  p e r f o r m a n c e ,  c h a p t e r  5  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  g e n e r a t i n g  b e a d e d  M I P S  w i t h  p r e v i o u s l y  u n t e s t e d  
p o r o g e n s  s u c h  a s  D M F .  T h e  c o m p a t i b i l i t y  o f  t h e  s u s p e n s i o n  p o l y m e r i s a t i o n  t e c h n i q u e  
w i t h  4 - V P  a n d  D M F  w a s  p r o v e d .  T h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  m o r p h o l o g y  a r e  a p p a r e n t  
f r o m  t h e  S E M  i m a g e s  f u r t h e r  e m p h a s i s i n g  t h e  e f f e c t  t h a t  t h e  s o l v e n t  c a n  h a v e  b o t h  o n  
t h e  n a t u r e  o f  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  c o m p l e x  a n d  o n  t h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e  r e s u l t i n g  
p o l y m e r .  
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A l t e r n a t i v e  a p p r o a c h e s  t o  m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  t e c h n o l o g y  w e r e  i n v e s t i g a t e d  n a m e l y  
b y  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l  s p e c i f i c  f o r  i b u p r o f e n .  T h e  
d e v e l o p m e n t  o f  m o l e c u l a r l y  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  i s  i n  i t s  i n f a n c y  h o w e v e r  c e r t a i n  
p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  m a k e  t h e m  h i g h l y  s u i t a b l e  a s  s e l e c t i v e  l a y e r s  f o r  
i n c o r p o r a t i o n  i n t o  s e n s o r s .  C h a p t e r  6  i n v e s t i g a t e d  t h e  n a t u r e  o f  s e l e c t i v e  r e c o g n i t i o n  
i n  i m p r i n t e d  s o l  g e l s  b y  s t u d y i n g  s o l i d  p h a s e  e x t r a c t i o n  a n d  s p i n  c o a t i n g  a p p l i c a t i o n s .  
I t  w a s  s h o w n  t h a t  t h e  s o l  g e l  c o u l d  s e l e c t i v e l y  e x t r a c t  i b u p r o f e n  f r o m  s t a n d a r d  
s o l u t i o n s  w i t h  m i n i m a l  e x t r a c t i o n  o f  t h e  r e l a t e d  a n a l o g u e s  k e t o p r o f e n  a n d  n a p r o x e n .  
F u r t h e r m o r e ,  u n d i l u t e d  u r i n e  s a m p l e s  c o u l d  b e  p a s s e d  t h r o u g h  a  c o l u m n  f o r  t h e  
h i g h l y  e f f i c i e n t  e x t r a c t i o n  o f  i b u p r o f e n .  I n  a d d i t i o n ,  g l a s s  s l i d e s  a n d  c u v e t t e s  s p i n  
c o a t e d  w i t h  a n  i m p r i n t e d  s o l  g e l  c o u l d  b e  u s e d  i n  a  b i n d i n g  a s s a y  t y p e  a p p l i c a t i o n .  
O n e  o f  t h e  g r e a t e s t  a d v a n t a g e s  o f  s o l  g e l s  i s  o p t i c a l  t r a n s p a r e n c y  m a k i n g  t h e m  v e r y  
s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  s e n s i n g  a p p l i c a t i o n s  a l s o  t h e y  d o  n o t  r e q u i r e  d i f f i c u l t  
p o l y m e r i s a t i o n  c o n d i t i o n s  a n d  c a n  b e  p r o d u c e d  d i r e c t l y  o n  s u r f a c e s  e a s i l y .  
7 . 7  F i n a l  s t a t e m e n t  
F r o m  t h e  p r e s e n t  b o d y  o f  w o r k  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  m o n i t o r i n g  a n d  u n d e r s t a n d i n g  
t h e  n o n - c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n s  r e s p o n s i b l e  f o r  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a n d  c o m p l e x  s t a b i l i t y  
i n  t h e  p r e - p o l y m e r i s a t i o n  s o l u t i o n  ( a n d  i d e a l l y  d u r i n g  t h e  p o l y m e r i s a t i o n )  w i l l  l e a d  t o  
e n h a n c e d  i m p r i n t s .  T h e  e f f e c t s  r e s u l t i n g  f r o m  v a r i a t i o n  o f  t h e  p o l y r n e r i s a t i o n  
c o m p o n e n t s  a n d  c o n d i t i o n s  a r e  k e y  t o w a r d s  d e v e l o p i n g  o p t i m i s e d  i m p r i n t e d  p o l y m e r s  
a s  t h e s e  f a c t o r s  d i r e c t l y  a f f e c t  t h e  b i n d i n g  s i t e  h e t e r o g e n e i t y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  s i m u l t a n e o u s  m u l t i p l e  s i t e  i n t e r a c t i o n s  f o r  i n c r e a s e d  c o m p l e x  s t a b i l i t y  
w a s  d i s c u s s e d .  I t  i s  v i t a l  t h a t  t h e s e  m u l t i p l e  s i t e  i n t e r a c t i o n s  a r e  s t a b i l i s e d  o r  
m a i n t a i n e d  d u r i n g  t h e  p o l y r n e r i s a t i o n  p r o c e s s  f o r  s u b s e q u e n t  m a x i m u m  s p e c i f i c  a n d  
s e l e c t i v e  r e b i n d i n g  t o  t h e  t e m p l a t e  o f  i n t e r e s t .  M u c h  f u r t h e r  w o r k  n e e d s  t o  b e  
p e r f o r m e d  t o  a s c e r t a i n  t h e  i n d i v i d u a l  c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  i d e n t i f i e d  i n t e r a c t i o n  
t o w a r d s  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  I n  e s s e n c e ,  t h i s  r e q u i r e s  m o r e  e m p i r i c a l  m e a s u r e m e n t s  
w h i c h  m o d e l l i n g  s o f t w a r e  c a n  t a k e  i n t o  a c c o u n t  d u r i n g  s i m u l a t i o n s .  I t  i s  t o o  e a r l y  a  
s t a g e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g  t o  s t a t e  t h a t  m o d e l l i n g  a n d  
c o m p u t a t i o n a l  a p p r o a c h e s  c a n  p r e d i c t  o p t i m u m  c o n d i t i o n s  f o r  m a x i m u m  M I P  
r e b i n d i n g  e f f i c i e n c y .  H o w e v e r ,  i t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  i n  t h i s  t h e s i s ,  m o d e l l i n g  i s  i n  
g e n e r a l  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e m p i r i c a l  d a t a ,  w h i c h  a u g e r s  w e l l  f o r  i t s  d e v e l o p m e n t  a s  a  
t o o l  i n  t h e  p r e d i c t i v e  a p p r o a c h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  b i o m i r n e t i c  r e c e p t o r s  b a s e d  o n  
m o l e c u l a r  i m p r i n t i n g  t e c h n o l o g y .  
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[ I 5 3 1  J o r g e n s e n ,  W . L . ,  C h a n d r a s e k h a r ,  J . ,  M a d u r a ,  J . ,  K l e i n ,  M . L . ,  J .  C h e m .  P h y s .  
( 1 9 8 3 )  7 9 , 9 2 6  
[ 1 5 4 ]  E w a l d ,  P . ,  A n n a k e n  d e r  P h y s i k  ( 1 9 2 1 )  6 4 , 2 5 3  
[ I 5 5 1  L i u ,  X . ,  Y a n g ,  J . ,  W a n g ,  L . ,  Y a n g ,  X . ,  L u ,  L . ,  W a n g ,  X . ,  M a t e r i a l s  S c i e n c e  a n d  
E n g i n e e r i n g  A  ( 2 0 0 0 )  2 8 9 , 2 4 1  
[ 1 5 6 ]  T u r s i l o a d i ,  S . ,  I m a i ,  H . ,  H i r a s h i m a ,  H . ,  J o u r n a l  o f  N o n - C r y s t a l l i n e  S o l i d s  
( 2 0 0 4 )  3 5 0 , 2 7 1  
[ I 5 7 1  K r e b s ,  J . K . ,  B r o w n s t e i n ,  J . M . ,  J o u r n a l  o f  L u m i n e s c e n c e  ( 2 0 0 7 )  1 2 4 , 2 5 7  
[ I 5 8 1  B a k l a n o v a ,  N . I . ,  Z i m a ,  T . M . ,  N a i m u s h i n a ,  T . M . ,  K o s h e e v ,  S . V . ,  J o u r n a l  o f  t h e  
E u r o p e a n  C e r a m i c  S o c i e t y  ( 2 0 0 4 )  2 4 , 2  1 3 9  
[ I 5 9 1  T e z u k a ,  T . ,  T a d a n a g a ,  K . ,  T a d a n a g a ,  A , ,  T a t s u m i s a g o ,  M . ,  S o l i d  S t a t e  I o n i c s  
( 2 0 0 7 )  i n  p r e s s  
[ I 6 0 1  S h a p i r o ,  L . ,  M a r x ,  S . ,  M a n d l e r ,  D . ,  T h i n  S o l i d  F i l m s ,  ( 2 0 0 7 )  5  1 5 , 4 6 2 4  
[ 1 6  11 T i w a r i ,  A . ,  M i s h r a ,  A . P . ,  D h a k a t e ,  S . R . ,  K h a n ,  R . ,  S h u k l a ,  S . K . ,  M a t .  L e t t . ,  
( 2 0 0 7 )  i n  p r e s s  
[ 1 6 2 ]  D y e ,  G . ,  G l o r n m ,  W . R . ,  V r A I s t a d ,  T . ,  V o l d e n ,  S . ,  M a g n u s s o n ,  H . ,  S t o c k e r ,  M . ,  
S j o b l o m ,  J . ,  A d v a n c e s  i n  C o l l o i d  a n d  I n t e r f a c e  S c i e n c e  ( 2 0 0 6 )  1 2 3 ,  1  
[ I 6 4 1  P a u l i n g ,  L . ,  J .  A m .  C h e m .  S o c .  ( 1 9 4 0 )  6 2 , 2 6 4 3  
[ I 6 5 1  D i c k e y ,  F . H . ,  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i ,  ( 1 9 4 9 )  3 5 , 2 2 7  
[ I 6 6 1  Z h a n g ,  Z . ,  N i e ,  L . ,  Y a o ,  S . ,  T a l a n t a ,  ( 2 0 0 6 )  6 9 , 4 3 5  
[ 1 6 7 ]  H a n ,  D - M . ,  F a n ,  G - Z . ,  Y a n ,  X - P . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A .  ( 2 0 0 5 )  1  1 0 0 ,  1 3  1 .  
[ I 6 8 1  M a r x ,  S . ,  L i r o n ,  Z . ,  C h e m .  M a t e r .  ( 2 0 0 1 )  1 3 , 3 6 2 4 .  
[ I 6 9 1  L e u n g ,  M . K . P . ,  C h o w ,  C - F . ,  L a m .  M - H . ,  J .  M a t e r .  C h e m .  ( 2 0 0 1 )  1 1 , 2 9 8 5 .  
[ I 7 0 1  F e r n a n d e z - G o n z a l e z ,  A . ,  B a d i a  L a i n o ,  R . ,  D i a z  G a r c i a ,  M - E . ,  G u a r d i a ,  L . ,  
V i a l e ,  A . ,  J .  C h r o m a t o g r .  B .  ( 2 0 0 4 )  8 0 4 , 2 4 7  
[ 1 7 1 ]  d a  C o s t a  S i l v a ,  R . G . ,  A u g u s t o ,  F . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A .  ( 2 0 0 6 )  1 1  1 4 , 2 1 6  
[ I 7 2 1  Z h a n g ,  Z . ,  L o n g ,  Y . ,  N i e ,  L . ,  Y a o ,  S . ,  B i o s e n s .  B i o e l e c t r o n .  ( 2 0 0 6 )  2 1 ,  1 2 4 4 .  
1 1 7 3 1  Z h a n g ,  Z . ,  L i a o ,  H . ,  L i ,  H . ,  N i e ,  L . ,  Y a o ,  S . ,  A n a l .  B i o c h e m .  3 3 6  ( 2 0 0 5 )  3 3 6 ,  
1 0 8 .  
[ I  7 4 1  B .  S e l l e r g r e n ,  E d i t o r ,  , W o l e c u l a r l y  I m p r i n t e d  P o l y m e r s :  M a n - M a d e  M i m i c s  o f  
A n t i b o d i e s  a n d  T h e i r  A p p l i c a t i o n s  i n  A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y ,  E l s e v i e r ,  A m s t e r d a m  
( 2 0 0 1 ) .  
[ I 7 5 1  C i c h n a - M a r k l ,  M . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 6 )  1 1 2 4 ,  1 6 7  
[ I 7 6 1  H u n n i u s ,  M . ,  R u f i s k a ,  A . ,  M a i e r ,  W . F . ,  M i c r o p o r o u s  M e s o p o r o u s  M a t e r .  
( 1  9 9 9 )  2 9 , 3  8 9 .  
[ 1 7 7 ] C u m m i n s ,  W . ,  D u g g a n ,  P . ,  M c L o u g h l i n ,  P . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a ,  5 4 2  ( 2 0 0 5 )  5 4 2 ,  
5 2  
[ 1 7 8 ]  A .  K a t z ,  A . ,  D a v i s ,  M . E . ,  N a t u r e ,  ( 2 0 0 0 )  4 0 3 , 2 8 6  
[ I 7 9 1  K i i h l ,  M . ,  J a u c h ,  K . ,  R a u c h ,  J . ,  E n g e m a n n ,  B . ,  R i e d e l s h e i m e r ,  C . ,  S c h a l h o r n ,  
A . ,  W i l m a n n s ,  W . ,  E u r .  J .  C a n c e r  ( 1  9 9 5 )  3  1 ,  S  1 5 3  
[ I 8 0 1  M a r i a  R u b i n o ,  F . ,  J .  C h r o m a t o g r .  B  ( 2 0 0 1 )  7 6 4 , 2 1 7  
[ I 8 1 1  K e m p e ,  M . ,  M o s b a c h ,  K . ,  T e t r a h e d r o n  L e t t .  ( 1 9 9 5 )  3 6 , 3 5 6 4  
[ I 8 2 1  H o s o y a ,  K . ,  Y o s h i z a k o ,  K . ,  S h i r a s u ,  Y . ,  K i m a t a ,  K . ,  A r a k i ,  T . ,  T a n a k a ,  N . ,  
H a g i n a k a ,  J . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 1 9 9 6 )  7 2 8 ,  1 3 9  
[ 1 8 3 ]  M u l l e t ,  W . M . ,  L a i ,  E . P . C . ,  J .  P h a r m .  B i o m e d .  A n a l . ,  ( 1  9 9 9 )  2 1 ,  8 3 5  
[ I 8 4 1  B a g g i a n i ,  C . ,  T r o t t a ,  F . ,  G i r a u d i ,  G . ,  M o r a g l i o ,  G . ,  V a n n i ,  A . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  
( 1 9 9 7 )  7 8 6 , 2 3  
[ I 8 5 1  Y e ,  L . ,  C o r m a c k ,  P . A . G . ,  M o s b a c h ,  K . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 1 )  4 3 5 ,  1 8 7  
[ l  8 6 1  T h e o d o r i d i s ,  G . ,  M a n e s i o t i s ,  P . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 2 )  9 4 8 ,  1 6 3  
[ 1 8 7 ]  Z o u g a g h ,  M . ,  N o s ,  A . ,  V a l c k c e l ,  M . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 5 )  5 3 9 ,  1 1 7  
[ I 8 9 1  T u n c ,  Y . ,  H a s i r c i ,  N . ,  Y e s i l a d a ,  A . ,  U l u b a y r a m ,  K . ,  P o l y m e r ,  ( 2 0 0 6 )  4 7 , 6 9 3  1  
[ 1 9 0 ]  R i i c k e r t ,  B . ,  K o l b ,  U . ,  M i c r o n ,  ( 2 0 0 5 )  3 6 , 2 4 7  
[ 1 9 1 ]  L i u ,  X . ,  O u y a n g ,  C . ,  Z h a o ,  R . ,  S h a n g g u a n ,  D . ,  C h e n ,  Y . ,  L i u ,  G . ,  A n a l .  C h i m  
A c t a  ( 2 0 0 6 )  5 7  1 , 2 3 5  
[ I 9 2 1  D a v i e s ,  M . P . ,  D e  B i a s i ,  V . ,  P e r r e t t ,  D . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 4 )  5 0 4 , 7  
[ 1 9 3 ]  D e l a u n a y - B e r t o n c i n i ,  N . ,  P i c h o n ,  V . ,  H e n n i o n ,  M . C . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 3 )  
9 9 9 , 3  
[ I 9 4 1  C h a p u i s ,  F . ,  P i c l r o n ,  V . ,  L a n z a ,  F . ,  S e l l e r g r e n ,  B . ,  H e n n i o n ,  M . C . ,  J .  
C h r o r n a t o g r .  B  ( 2 0 0 4 )  8 0 4 , 9 3  
[ I 9 5 1  S t u a r t ,  J . J . P . ,  J .  C o m p u t .  C h e m . ( 1 9 8 9 )  2 0 9 , 2 2 1  
[ 1 9 6 ]  Z h e n g ,  Y . J . ,  M e r z  J r ,  K . M . ,  J .  C o m p u t .  C h e m  ( 1 9 9 2 )  1 3 ,  1  1 5  1  
[ I 9 7 1  D e n g ,  Y . ,  H u a n g ,  M . J . ,  I n t .  J .  Q u a n t u m  C h e m ( 2 0 0 4 ) ,  1 0 0 , 7 4 6  
1 1 9 8 1  H e ,  J . F . ,  Z h u ,  Q . H . ,  D e n g ,  Q . Y . ,  S p e c t r o c h i m i c a  A c t a  P a r t  A :  M o l e c u l a r  a n d  
B i o m o l e c u l a r  S p e c t r o s c o p y  ( 2 0 0 6 )  i n  p r e s s  
[ l  9 9 1  B e r g g r e n ,  C . ,  B a y o u d h ,  S . ,  S h e r r i n g t o n ,  D . ,  E n s i n g ,  K . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  
( 2 0 0 0 )  8 9 9  1 0 5 .  
[ 2 0 0 ]  P u o c i ,  F . ,  G a r r e f f a ,  C . ,  I e r n m a ,  F . ,  M u z z a l u p o ,  R . ,  S p i z z i r r i ,  U . G . ,  P i c c i ,  N . ,  
F o o d .  C h e m .  ( 2 0 0 5 )  9 3 , 3 4 9  
[ 2 0 1 ]  B r i i g g e m a n n ,  O . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 1 ) ,  4 3 5 ,  1  
[ 2 0 2 ]  Q u a g l i a ,  M . ,  C h e n o n ,  K . ,  H a l l ,  A . J . ,  D e  L o r e n z i ,  E . ,  S e l l e r g r e n ,  B . ,  J .  A m .  
C h e m .  S o c . ,  ( 2 0 0 1 )  1 2 3 , 2 1 4 6  
[ 2 0 3 ]  R a c h k o v ,  A . ,  M i n o u r a ,  N . ,  B i o c h i m i c a  e t  B i o p h y s i c a  A c t a  ( B B A )  -  P r o t e i n  
S t r u c t u r e  a n d  M o l e c u l a r  E n z y m o l o g y  ( 2 0 0 1 )  1 5 4 4 , 4 5 5  
[ 2 0 4 ]  C h i a n e l l a ,  I . ,  P i l e t s k y ,  S . A . ,  T o t h i l l .  I . E . ,  C h e n ,  B . ,  T u r n e r ,  A . P . F . ,  B i o s e n s .  
B i o e l e c t r o n . ,  ( 2 0 0 3 )  1 8 ,  1  1 9  
[ 2 0 5 ]  D o n g ,  W . ,  Y a n ,  M . ,  L i u ,  Z . ,  W u ,  G . ,  L i ,  Y . ,  S e p a r a t i o n  a n d  P u r i f i c a t i o n  
T e c h n o l o g y  ( 2 0 0 7 )  5 3 ,  1 8 3  
[ 2 0 6 ]  H a l l ,  A . J . ,  A c h i l l i ,  L . ,  M a n e s i o t i s ,  P . ,  Q u a g l i a ,  M . ,  D e  L o r e n z i ,  E . ,  S e l l e r g r e n ,  
B . ,  J .  O r g .  C h e m .  ( 2 0 0 3 )  6 8 , 9 1 3 2  
[ 2 0 7 ]  C h o w ,  C . F . ,  L a m ,  M . H . W . ,  L e u n g ,  M . K . P . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 2 )  2  1 ,  1 7  
[ 2 0 8 ]  L e  M o u l l e c ,  S . ,  T r u o n g ,  M o n t a u b a n ,  C . ,  B e g o s ,  A . ,  P i c h o n . ,  B e l l i e r ,  B . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 7 )  1  1 3 9 ,  1 7 1  
[ 2 0 9 ]  C a s t e l l .  O . K . ,  A l l e n d e r ,  C . J . ,  B a r r o w ,  D . A . ,  B i o s e n s .  B i o e l e c t r o n .  ( 2 0 0 6 )  2 2 ,  
5 2 6  
[ 2 1 0 ]  L a v i n e ,  B . K . ,  W e s t o v e r ,  D . J . ,  K a v a l ,  N . ,  M i r j a n k a r ,  N . ,  O x e n f o r d ,  L . ,  G . K . ,  
T a l a n t a  ( 2 0 0 7 )  I n  p r e s s  
[ 2  1  1 1  C a r a b i a s - M a r t i n e z ,  R . ,  R o d r i g u e z - G o n z a l o . ,  E . ,  H e r r e r o - H e r n h d e z ,  E . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 5 )  1 0 8 5 ,  1 9 9  
[ 2 1 2 ]  S u e d e e ,  R . ,  I n t a k o n g ,  W . ,  D i c k e r t ,  F . L . ,  T a l a n t a  ( 2 0 0 6 )  7 0 ,  1 9 4  
[ 2 1 3 ]  R a m a n a v i c i e n e ,  A . ,  R a m a n a v i c i u s ,  A . ,  B i o s e n s .  B i o e l e c t r o n .  ( 2 0 0 4 )  2 0 ,  1 0 7 6  
[ 2 1 4 ]  D i y g i e l ,  P . ,  O ' D o n n e l l ,  E . ,  F r a i e r ,  D . ,  C h a s s a i n g ,  C . ,  C o r m a c k ,  P . A . G . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  B  ( 2 0 0 7 )  I n  p r e s s  
[ 2 1 5 ]  C a r o ,  E . ,  M a r c e ,  R . M . ,  C o m a c k ,  P . A . G . ,  S h e r r i n g t o n  D . C . ,  B o r r u l l ,  F . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  B  ( 2 0 0 4 )  8 1 3 , 1 3 7  
[ 2 1 6 ]  H a g i n a k a ,  J . ,  T r e n d s  i n  A n a l y t i c a l  C h e m i s t r y ,  ( 2 0 0 5 )  2 4 , 4 0 7  
[ 2  1 7 1  J i a n g ,  X . ,  T i a n ,  W . ,  Z h a o ,  C . ,  Z h a n g ,  H . ,  L i u ,  M . ,  T a l a n t a  ( 2 0 0 7 )  7 2 ,  1  1 9  
[ 2  1  8 1  S  t r i k o v s k y ,  A . ,  H r a d i l ,  J . ,  W u l f f ,  G . ,  R e a c t i v e  a n d  F u n c t i o n a l  P o l y m e r s  ( 2 0 0 3 )  
5 4 , 4 9  
[ 2 1 9 ]  Z h a n g ,  L . ,  C h e n g ,  G . ,  F u ,  C . ,  R e a c t i v e  a n d  F u n c t i o n a l  P o l y m e r s  ( 2 0 0 3 )  5 6 ,  1 6 7  
[ 2 2 0 ]  A r a k i ,  K . ,  G o t o ,  M . ,  F u r u s a k i ,  S . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 2 )  4 6 9 ,  1 7  
[ 2 2 1 ]  B e l m o n t ,  A . S . ,  J a e g e r ,  S . ,  K n o p p ,  D . ,  N i e s s n e r ,  R . ,  G a u g l i t z ,  G . ,  H a u p t ,  K . ,  
B i o s e n s .  B i o e l e c t r o n .  I n  p r e s s ,  2 0 0 7  
[ 2 2 2 ]  E r z o z ,  A . ,  D e n i z l i ,  A . ,  S e n e r ,  1 ,  A t i l i r ,  A . ,  D i l t e m i z ,  S . ,  S a y ,  R . ,  S e p .  P u r .  
T e c h n o l .  ( 2 0 0 4 )  3 8 ,  1 7 3  
[ 2 2 3 ]  S c h i r m e r ,  C . ,  M e i s e l ,  H . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 6 )  1 1 3 2 , 3 2 5  
[ 2 2 4 ]  C h a p u i s ,  F . ,  M u l l o t ,  J . U . ,  P i c h o n ,  V . ,  T u f f a l ,  G . ,  H e n n i o n ,  M . C . ,  J .  C h r o m a t o g r .  
A  ( 2 0 0 6 )  1 1 3 5 , 1 2 7  
[ 2 2 5 ]  S a r n b e ,  H . ,  H o s h i n a ,  K . ,  M o a d d e l ,  R . ,  W a i n e r ,  I . W . ,  H a g i n a k a ,  J . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 6 )  1  1 3 4 , 8 8  
[ 2 2 6 ]  B a g g i a n i ,  C . ,  A n f o s s i ,  L . ,  B a r a v a l l e ,  P . ,  G i o v a n o l l i ,  C . ,  T o z z i ,  C . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 5 )  5 3  1 ,  1 9 9  
[ 2 2 7 ]  Z h a n g ,  T . ,  L i u ,  F . ,  C h e n ,  W . ,  W a n g ,  J . ,  L i ,  K . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a ( 2 0 0 1 )  4 5 0 , 5 3  
[ 2 2 8 ]  T u r n e r ,  N . W . ,  P i l e t s k a ,  E . V . ,  K a r i m ,  K . ,  W h i t c o m b e ,  M . ,  M a l e c h a ,  M . ,  M a g a n ,  
N . ,  B a g g i a n i ,  C . ,  P i l e t s k y ,  S . A . ,  B i o s e n s .  B i o e l e c t r o n .  ( 2 0 0 4 )  2 0 ,  1 0 6 0  
[ 2 2 9 ]  L i i b k e ,  C . ,  L u b k e ,  M . ,  W h i t c o m b e ,  M .  J . ,  V u l f s o n ,  E . N . ,  M a c r o m o l e c u l e s  
( 2 0 0 0 )  3 3 , 5 0 9 8  
[ 2 3 0 ]  M a i e r ,  N . ,  B u t t i n g e r ,  G . ,  W e l h a r t i z k i ,  S . ,  G a v i o l i ,  E . ,  L i n d e r ,  W . ,  J .  
C h r o m a t o g r .  B  ( 2 0 0 4 )  8 0 4 ,  1 0 3  
1 2 3  1 1  H a g i n a k a ,  J . ,  S a n b e ,  H . ,  T a k e h i r a ,  H . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 1  9 9 9 )  8 5 7 ,  1  1 7  
[ 2 3 2 ]  C h e n ,  W . Y . ,  C h e n ,  C . S . ,  L i n ,  F . Y . ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  ( 2 0 0 1 )  9 2 3 ,  1  
[ 2 3 3 ]  J o r g e n s e n ,  W . L . ,  S e v e r e n c e ,  D . L . ,  J .  A m .  C h e m .  S o c . ,  ( 1 9 9 0 )  1 1 2 , 4 7 6 8  
[ 2 3 4 ]  J o s h i ,  V . P . ,  K a r o d e ,  S . K . ,  K u l k a r n i ,  M . G . ,  M a s h e l k a r ,  R . A . ,  C h e m .  E n g .  S c i .  
( 1 9 9 8 )  5 3 , 2 2 7 1  
[ 2 3 5 ]  K i m ,  H . ,  S p i v a k .  D . H . ,  O r g .  L e t t .  ( 2 0 0 3 )  1 8 , 3 4 1  5  
[ 2 3 6 ]  P e r l o v i c h ,  G . L . ,  K u r k o v ,  S . V . ,  K i n c h i n ,  A . N . ,  B a u e r - B r a n d l ,  A . ,  M P S  P h a r m .  
S c i .  ( 2 0 0 4 )  6 ,  A r t i c l e  3  
[ 2 3 7 ]  W e n g ,  C . H . ,  Y e h ,  W . M . ,  H o ,  K . C . ,  L e e ,  G . B . ,  S e n s o r s  a n d  A c t u a t o r s  B :  
C h e m i c a l  ( 2 0 0 1 )  1 2  1 , 5 7 6  
[ 2 3 8 ]  W u ,  L . ,  L i ,  Y . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 3 )  4 8 2 ,  1 7 5  
[ 2 3 9 ]  P C r e z - M o r a l ,  N . ,  M a y e s ,  A . G . ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  ( 2 0 0 4 )  5 0 4 ,  1 5  
[ 2 4 0 ]  H u n t e r ,  C . A . ,  S a u n d e r s ,  J . K . M . ,  J .  A m .  C h e m .  S o c .  ( 1 9 9 0 ) ,  1 1 2 ,  5 5 2 5  
[ 2 4 1 ]  M a r t i n ,  C . B . ,  M u l l a ,  H . R . ,  W i l l i s ,  P . G . ,  C a m m e r s - G o o d w i n ,  A . ,  J .  O r g .  C h e m .  
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A p p e n d i x  A  
T h e  A M B E R  7  p a c k a g e  
T h e  A M B E R  7  p a c k a g e  c o n s i s t s  o f  o v e r  6 0  p r o g r a m s  w i t h  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  ( a n d  
r e l e v a n t )  d e s c r i b e d  b e l o w :  
A n t e c h a m b e r :  T h i s  p r o g r a m  s u i t e  a u t o m a t e s  t h e  p r o c e s s  o f  d e v e l o p i n g  f o r c e  
f i e l d  d e s c r i p t i o n s  f o r  m o s t  o r g a n i c  m o l e c u l e s .  A n t e c h a m b e r  g e n e r a t e s  f r o m  t h e  
r e s p e c t i v e  p d b  f i l e s  ( p d b  f o r m a t )  n e w  ' p r e p i n '  f i l e s  w i t h  a  f o r m a t  t h a t  c a n  b e  
r e a d  i n t o  L E a P  f o r  u s e  i n  m o l e c u l a r  m o d e l l i n g .  T h e  f o r c e  f i l e d  d e s c r i p t i o n  t h a t  
i s  g e n e r a t e d  i s  d e s i g n e d  t o  b e  c o m p a t i b l e  w i t h  t h e  u s u a l  A M B E R  f o r c e  f i e l d s .  
P a r m c h k :  T h i s  r e a d s  i n  a n  ' a c '  f i l e  o r  a  ' p r e p '  i n p u t  f i l e  a s  w e l l  a s  a  f o r c e  f i e l d  
f i l e .  I t  w r i t e s  o u t  a  ' f r c m o d '  f i l e  f o r  t h e  m i s s i n g  p a r a m e t e r s .  
L E a p :  A n  X  w i n d o w s  b a s e d  p r o g r a m  t h a t  p r o v i d e s  f o r  b a s i c  m o d e l  b u i l d i n g  
a n d  A M B E R  c o - o r d i n a t e  a n d  p a r a m e t e r f t o p o l o g y  i n p u t  f i l e  c r e a t i o n .  I t  
i n c l u d e s  a  m o l e c u l a r  e d i t o r  t h a t  a l l o w s  f o r  b u i l d i n g  r e s i d u e s  a n d  m a n i p u l a t i n g  
m o l e c u l e s .  
S a n d e r :  ( S i m u l a t e d  A n n e a l i n g  w i t h  N M R  D e r i v e d  E n e r g y  R e s t r a i n t s ) .  T h i s  i s  
t h e  m a i n  p r o g r a m  u s e d  f o r  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s .  T h e  p r o g r a m  
r e l a x e s  t h e  s t r u c t u r e  b y  i t e r a t i v e l y  m o v i n g  t h e  a t o m s  d o w n  t h e  e n e r g y  g r a d i e n t  
u n t i l  a  s u f f i c i e n t l y  l o w  a v e r a g e  g r a d i e n t  i s  o b t a i n e d .  T h e  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  
p o r t i o n  g e n e r a t e s  c o n f i g u r a t i o n s  o f  t h e  s y s t e m  b y  i n t e g r a t i n g  N e w t o n i a n  
e q u a t i o n s  o f  m o t i o n .  M D  w i l l  s a m p l e  m o r e  c ~ ~ g u r a t i v e  s p a c e  t h a n  
m i n i m i s a t i o n  a n d  w i l l  a l l o w  t h e  s t r u c t u r e  t o  c r o s s  o v e r  s m a l l  p o t e n t i a l  e n e r g y  
b a r r i e r s .  
P t r a j  a n d  C a r n a l :  P r o g r a m s  t o  a n a l y s e  M D  t r a j e c t o r i e s ,  c o m p u t i n g  ( e . g .  R M S  
d e v i a t i o n )  f r o m  a  r e f e r e n c e  s t r u c t u r e ,  h y d r o g e n  b o n d i n g  a n a l y s i s ,  t i m e  c o -  
o r d i n a t i o n  f u n c t i o n s ,  d i f f u s i o n a l  b e h a v i o u r  e t c .  
A M B E R  7  p a r a m e t e r / t o p o l o g y  f i l e  f o r m a t s  
T h e  b a s i c  f i l e s  n e c e s s a r y  t o  r u n  S a n d e r  a r e :  
' p r m t o p ' :  A  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  t o p o l o g y ,  f o r c e  f i e l d  p a r a m e t e r s ,  
p e r i o d i c  b o x  t y p e ,  a t o m  a n d  r e s i d u e  n a m e s .  
' p r m c r d ' :  ( o r  a  ' r e s t r t '  f i l e  f r o m  a  p r e v i o u s  r u n ) :  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  c o -  
o r d i n a t e s  a n d  o p t i o n a l l y  t h e  v e l o c i t i e s  a n d  c u r r e n t  b o x  d i m e n s i o n s .  
' m d i n ' :  t h e  S a n d e r  i n p u t  f i l e  w h i c h  i s  a  s e r i e s  o f  n a m e l i s t s  a n d  c o n t r o l  
v a r i a b l e s .  
' m d o u t '  :  o u t p u t  f o r m a t ,  u s e r  r e a d a b l e  s t a t e  i n f o r m a t i o n s  n d  d i a g n o s t i c s  
' r e s t r t ' :  f i n a l  c o - o r d i n a t e s ,  v e l o c i t y  a n d  b o x  d i m e n s i o n s ;  f i l e  u s e d  
P r e p a r a t i o n  o f  s t r u c t u r e  f i l e s  f o r  u s e  i n  L E a P  w i t h  A r t t e c h a m b e r  a n d  
P a r m c h  k  
A M B E R  7  i s  s u p p l i e d  w i t h  a p p l i c a t i o n s  ( A n t e c h a m b e r  a n d  P a r m c h k )  d e s i g n e d  t o  
m o d i f y  a n d  r e c t i f y  f l a w s  i n  i m p o r t e d  s t r u c t u r a l  f i l e s .  T h e  f i r s t  s t e p  i n  t h  e g e n e r a t i o n  o f  
t h e  N a p r o x e n 1 4 - V P  s y s t e m  f o r  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n  w a s  t h e r e f o r e  t o  
p r e p a r e  t h e  i n p u t  i n  a  s u i t a b l e  f o r m a t .  H a v i n g  c r e a t e d  t h e  ' p r e p i n '  i n p u t  f i l e  r e q u i r e d  
b y  L E a P  f o r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  t h e  p r o g r a m  P a r m c h k  w a s  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  
w h e t h e r  t h e  ' p r e p i n '  f i l e  v i o l a t e s  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  f o r c e  f i e l d  a t  
t h  e n e x t  s t a g e .  F o r  t h i s  t y p e  o f  a p p l i c a t i o n  t h e  ' g a f f  ( g e n e r a l  a m b e r  f o r c e  f i e l d )  w a s  
u s e d .  P a r m c h k  i d e n t i f i e s  m i s s i n g  p a r a m e t e r s  i n  t h e  ' p r e p i n '  f i l e  a n d  a l s o  c r e a t e s  a n y  
n e c e s s a r y  f o c e f i e l d  m o d i f i c a t i o n s  i n  a n  ' f r c m o d '  f i l e .  
S o l v a t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  o f  s t r u c t u r a l  f i l e s  f o r  u s e  i n  S a n d e r ,  x L E a p  
a n d  t L E a P  
T h e  s t r u c t u r e s  p r e p a r e d  w i t h  A n t e c h a m b e r  a n d  P a r m c h k  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  L E a P  
f o r  v i s u a l i s a t i o n .  T h e  L E a P  p r o g r a m  i s  a l s o  n e c e s s a r y  t o  g e n e r a t e  t w o  t y p e s  o f  f i l e  
r e q u i r e d  f o r  t h e  a c t u a l  m i n i m i s a t i o n  r u n  -  a  l i s t  o f  C a r t e s i a n  c o - o r d i n a t e s  o f  a l l  a t o s  i n  
t h  e f i l e  ( ' p r r n c r d '  f i l e )  a n d  a  t o p o l o g y  f i l e  ( ' p r r n t o p '  f i l e ) .  T h e s e  t w o  f i l e s  a r e  t h e  o n l y  
f o r m a t  a c c e p t e d  b y  S a n d e r ,  
e m p l o y e d  i n  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  a n d  m o l e c u l a r  
d y n a m i c s .  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n  
T h e  m i n i m i s a t i o n  s t e p s  a s  w e l l  a s  r e s t r a i n t s  a r e  w r i t t e n  i n t o  o n e  t e x t  i n p u t  f i l e ,  f r o m  
w h e r e  S a n d e r  r e a d s  a l l  c o m m a n d s  a n d  a p p l i e s  t h e m  t o  t h e  s y s t e m .  S a n d e r  a l s o  r e p o r t s  
o n  t h e  e n e r g y  s t a t e  o f  t h e  s y s t e m  a t  r e g u l a r  i n t e r v a l s  ( t h e  f r e q u e n c y  o f  w h i c h  i s  
d e t e r m i n e d  b y  t h e  u s e r )  b y  w r i t i n g  a n  ' m d i n f o '  f i l e ,  w h i c h  t e l l s  t h e  u s e r  t h e  e n e r g y  
s t a t e  o f  t h e  s y s t e m  a t  t h e  l a s t  s t e p  r e c o r d e d .  T h e  c o o r d i n a t e s  o f  t h e  a t o m s  a t  e a c h  s t e p  
r e c o r d e d  a r e  o u t p u t  t o  a  c o o r d i n a t e  f i l e  ( ' m d c r d ' ) ,  p e r m i t t i n g  t h e  u s e r  t o  l a t e r  e x a m i n e  
t h e  m o v e m e n t s  o f  t h e  c o m p l e x  d u r i n g  m i n i m i s a t i o n  u s i n g  M D  v i s u a l i s a t i o n  p r o g r a m s  
( s u c h  a s  t h e  VMD p a c k a g e ) .  T h e  f i n a l  c o o r d i n a t e s  o f  t h e  s y s t e m  a t  t h e  e n d  o f  t h e  r u n  
a r e  w r i t t e n  t o  a  f i l e  c a l l e d  r e s t a r t  f i l e .  T h e  t r a j e c t o r y  s a v e d  a s  ' m d . c r d '  f i l e  a n d  c a n  b e  
v i e w e d  w i t h  VMD, a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  ' r e s t r t '  f i l e  a s  s t a r t i n g  f r a m e  a n d  c o n t a i n s  f i v e  
f r a m e s  p e r  p s .  H o w e v e r ,  o f  g r e a t e s t  i n t e r e s t  t o  t h e  u s e r  w i l l  b e  t h e  ' m d o u t '  f i l e s  
c r e a t e d  b y  S a n d e r  w h i c h  d o c u m e n t s  t h e  p a r a m e t e r s  o f  i n t e r e s t  f o r  t h e  d u r a t i o n  o f  t h e  
m i n i m i s a t i o n  r u n .  
E q u i l i b r a t i o n  
I n  M D  s i m u l a t i o n s ,  a t o m s  o f  t h e  m o l e c u l e s  a n d  o f  t h e  s u r r o u n d i n g  s o l v e n t  u n d e r g o  a  
r e l a x a t i o n  t h a t  u s u a l l y  l a s t s  f o r  t e n s  o r  h u n d r e d s  o f  p i c o s e c o n d s  b e f o r e  t h e  s y s t e m  
r e a c h e s  a  s t a t i o n a r y  s t a t e .  T h e r m o d y n a m i c  p r o p e r t i e s  s u c h  a s  t e m p e r a t u r e ,  e n e r g y  a n d  
d e n s i t y  a r e  m o n i t o r e d  u n t i l  t h e  v a l u e s  a r e  s t a b l e .  T h e  i n i t i a l  n o n - s t a t i o n a r y  s e g m e n t  o f  
t h e  s i m u l a t e d  t r a j e c t o r y  i s  d i s c a r d e d  i n  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  e q u i l i b r i u m  p r o p e r t i e s .  
B e f o r e  r u n n i n g  l o n g  M D  r u n s ,  t h e  s y s t e m  m u s t  b e  e q u i l i b r a t e d  u s i n g  v o l u m e ,  p r e s s u r e  
a n d  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  t o  a d j u s t  e . g .  t h e  s o l v e n t  t o  e x p e r i m e n t a l  v a l u e s .  F o r  a  
p e r i o d i c  s y s t e m ,  c o n s t a n t  p r e s s u r e  i s  t h e  o n l y  w a y  t o  e q u i l i b r a t e  t h e  d e n s i t y  i f  t h e  
s t a r t i n g  s t a t e  i s  n o t  c o r r e c t .  A n o t h e r  p o t e n t i a l  p r o b l e m  i s  s m a l l  g a p s  a t  t h e  e d g e s  o f  t h e  
b o x .  E v e r y  s y s t e m  m u s t  b e  e q u i l i b r a t e d  f i r s t  a t  c o n s t a n t  v o l u m e  t o  s o m e t h i n g  c l o s e  t o  
t h e  f i n a l  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  t u r n i n g  o n  c o n s t a n t  p r e s s u r e  ( n t b = 2 ,  n t p > O )  t o  r e a c h  a  
p r o p e r  d e n s i t y .  T h e  p r e s s u r e  m a y  b e  m a i n t a i n e d  a t  a  c o n s t a n t  d e f i n e d  v a l u e  b y  e . g .  
s c a l i n g  t h e  v o l u m e .  I n  A M B E R ,  t h e  s y s t e m  i s  c o u p l e d  t o  a n  e x t e r n a l  b a t h  o f  c o n s t a n t  
p r e s s u r e  a n d / o r  t e m p e r a t u r e .  
A p p e n d i x  B  
S t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n s  ( p d b )  a n d  ' m d i n '  i n p u t  f i l e s  f o r  M D  r u n s  i n  
S a n d e r  
*  
P D B  f i l e  o f  N a p r o x e d 4 - V P  c o m p l e x ,  n - n  s t a c k i n g  s t a r t i n g  c o n f i g u r a t i o n  
A T O M  1  0  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  3  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  4  0  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  5  C  N A P  
1 - 0 0  0 . 0 0  
A T O M  7  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  8  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  9  H  N A P  
1 - 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 0  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 1 H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 2 C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 3  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 4  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 5 C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 6 H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 7  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 8  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
ATOM 1 9  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 0  0  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 1  C  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 2  H  N A P  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 3  H  N A P  1  4 . 0 0 9  - 0 . 2 1 5  2 . 6 0 0  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 4  R  N A P  ' L  3 . 5 2 0  0 . 4 6 8  2 . 8 3 9  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 5 C  N A P  I  3 . 2 8 7  0 . 8 8 7  3 . 2 6 7  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 6 H  N A P  1  3 . 7 5 5  1 . 3 6 2  2 . 5 4 1  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 7 C  N A P  1  4 . 0 2 9  2 . 0 0 1  1 . 8 6 2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 8  C  N A P  1  4 . 5 0 8  1 . 5 2 8  2 . 3 8 7  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2 9  H  N A P  I  5 . 6 8 1  1 . 0 2 9  2 . 9 2 2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  3 0 C  N A P  1  6 . 0 1 2  0 . 5 5 1  3 . 0 1 5  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  3 3 .  I 3  N A P  2  6 . 3 2 8  - 0 . 1 0 2  3 . 2 1 3  
1 . 0 0  0 . 0 0  
T E R  
A T O M  1  C  4 V P  2  1 . 2 4 2  1 . 0 9 8  - 2 . 1 0 7  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  2  H  4 V P  2  0 . 2 4 9  1 . 0 0 5  - 2 . 0 3 5  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  3  C  4 V P  2  2 , 0 1 9  1 . 1 6 2  - 0 . 9 6 5  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  4  H  4 V P  2  1 . 5 9 0  1 . 1 1 0  - 0 . 0 6 3  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  5  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  6  C  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  7  !d 4 V P  2  
1 - 0 0  0 . 0 0  
A T O M  8  C  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  9  H  4 V P  2  
2 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 0  C  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 1  C  4 V P  2  
1 - 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 2 H  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 3  C  4 V P  2  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 4 H  4 V P  2  - 0 . 4 4 4  2 . 0 0 3  - 5 . 6 5 4  
1 . 0 0  0 . 0 0  
A T O M  1 5  H  4 V P  2  - 0 . 0 1 0  2 . 8 1 1  - 4 . 1 8 5  
P D B  f i l e  o f  N a p r o x e n l 4 - V P  c o m p l e x ,  h y d r o g e n  b o n d i n g  s t a r t i n g  
c o n f i g u r a t i o n  
A T O M  1 0  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2  H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  3  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  4  0  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  5  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  7  H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  8  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  9  H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 0 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 1 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 2 C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 3  H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 4 C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 5  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 6 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 7  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 8 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  1 9  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 0  0  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 1  C  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 2 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 3 H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 4  H  N A P  1  
0 . 0 0  
A T O M  2 5  C  N A P  1  4 . 6 5 7  
0 . 0 0  
A T O M  2 6  H  N A P  1  4 . 5 7 5  
0 . 0 0  
A T O M  2 7 C  N A P  1  5 . 0 3 9  
0 . 0 0  
A T O M  2 8  C  N A P  1  5 . 3 9 1  
0 . 0 0  
A T O M  2 9  H  N A P  1  5 . 9 3 7  
0 . 0 0  
A T O M  3 0 C  N A P  1  5 . 1 7 3  
0 . 0 0  
A T O M  3 1  H  N A P  1  4 . 1 1 6  
0 . 0 0  
T E R  
A T O M  1  C  4 V P  2  6 . 8 7 8  
0 . 0 0  
A T O M  2  H  4 V P  2  7 . 3 1 5  
0 . 0 0  
A T O M  3  C  4 V P  2  6 . 4 1 4  
0 . 0 0  
A T O M  4  H  4 V P  2  7 . 3 2 5  
0 . 0 0  
A T O M  5  N  4 V P  2  5 . 0 2 3  
0 . 0 0  
A T O M  6  C  4 V P  2  4 . 0 0 3  
0 . 0 0  
A T O M  7  H  4 V P  2  3 . 3 3 9  
0 . 0 0  
A T O M  8  C  4 V P  2  4 . 4 5 6  
0 . 0 0  
A T O M  9  H  4 V P  2  3 . 8 7 4  
0 . 0 0  
A T O M  1 0 C  4 V P  2  5 . 3 3 6  
0 . 0 0  
A T O M  1 1 C  4 V P  2  5 . 6 8 4  
0 . 0 0  
A T O M  1 2 H  4 V P  2  5 . 5 3 0  
0 . 0 0  
A T O M  1 3  C  4 V P  2  6 . 2 3 1  
0 . 0 0  
A T O M  1 4 H  4 V P  2  6 . 3 9 7  
0 . 0 0  
A T O M  1 5  H  4 V P  2  7 . 1 2 4  
0 . 0 0  
I b u p r o f e n  ' P R E P I N '  f i l e  f o r  u s e  i n  L E a P  a n d  P a r m d k  
m o l e c u l e . r e s  
I B U  I N T  0  
C O R R E C T  O M I T  D U  
0 . 0 0 0 0  
1  D U M M  D U  M  
. 0 0 0 0 0  
2  D U M M  D U  M  
. 0 0 0 0 0  
3  D U M P  D U  M  
. 0 0 0 0 0  
4  C I O  c 3  M  
0 . 0 9 2 0 7  
5  H I 1  h c  E  
0 . 0 3 2 9 5  
6  H 1 2  h c  E  
0 . 0 3 4 5 0  
7  H 1 3  h c  E  
0 . 0 3 6 1 1  
8  C 9  c 3  M  
0 . 0 6 3 9 8  
9  C 1 1  c 3  3  
0 . 0 9 0 9 4  
1 0  ~ 1 4  h c  E  
0 . 0 3 2 5 1  
1 1  H I 5  h e  F ,  
0 . 0 4 0 7 3  
1 2  H I 6  h c  E  
0 . 0 3 3 8 7  
1 3  H I 0  h c  E  
0 . 0 4 9 2 6  
1 4  c 8  c 3  M  
0 . 0 3 7 5 3  
1 5  H 8  h e  E  
0 . 0 5 2 2 7  
1 6  H 9  h c  E  
0 . 0 4 8 8 9  
1 7  c 2  c a  M  
0 . 0 6 5 5 5  
1 8  C 3  c a  B  
0 . 1 2 8 3 3  
1 9  C 4  c a  S  
0 . 1 1 3 2 8  
2 0  H 3  h a  E  
0 . 1 3 4 7 0  
2 1  t i 2  h a  E  
0 . 1 3 3 8 2  
2 2  C Z  c a  M  
0 . 1 2 4 7 1  
2 3  H 1  h a  E  
0 . 1 3 4 0 1  
2 4  C  c a  M  
0 . 1 0 8 1 6  
2 5  N  h a  E  
0 . 1 3 2 1 0  
2 6  C 5  c a  M  
0 . 0 0 6 1 5  
B E G  
0  
1  
2  
3  
4  
4  
4  
1 1  
8  
9  
9  
9  
8  
8  
1 4  
I 4  
1 4  
1 7  
1 8  
1 9  
1 8  
1 7  
2 2  
2  2  
2  4  
2  4  
L O O P  
C 5  C 4  
I M P R O P E R  
C 8  
C 3  C 2  C 1  
C 2  C 4  
C 3  H Z  
C 3  
C 5  
C 4  H 3  
C 2  
C  
C I  H 1  
C 1  C 5  
C  H  
C 6  
C . 2  
C 5  C  
C 6  
0  
C 1 2  0 1  
D O N E  
S T O P  
N a p r o x e n  ' P R E P I N '  f i l e  f o r  u s e  i n  L E a P  a n d  P a r m c h k  
r n o l e c u l e , r e s  
I B U  I N T  O  
C O R R E C T  O M I T  D U  R E G  
0 .  ( 3 0 0 0  
1  D U M N  D D  M  0  - 1  - 2  0 . ~ 0 0  , O  
. 1 3  
. 0 0 0 0 0  
2  D U M M  D U  M  1  0  - 1  1 . 4 4 9  - 0  . O  
. 0 0 0 0 0  
3  D U M M  D U  M  2 1 0  1 , 5 2 2  1 1 1 . 1  . o  
. 0 0 0 0 0  
4  C L O  c 3  M  3 2 1  1 , 5 4 0  1 1 1 . 2 0 8  L 8 0 . 0 0 D  -  
0 . 0 9 2 0 7  
5  H I 1  h c  E  4 3 2  1 . 0 9 0  1 0 9 . 0 6 2  - 4 1 . 3 0 1  
0 . 0 3 2 9 5  
6  H I 2  h e  @  4  3  2  1 . 0 9 0  1 1 1 , 4 6 3  - 1 6 2 . 1 5 4  
0 . 0 3 4 5 0  
7  H I 3  h e  E  4 3 2  1 . 0 9 0  1 0 8 . 3 4 6  7 7 . 5 4 9  
0 . 0 3 6 1 1  
LOOP 
I M P R O P E R  
C 8  
C 3  
C 2  C l  
C 2  
C 4  
C 3  H 2  
C 3  C 5  
C 4  A 3  
C 2  
C  C 1  H 1  
C 1  
C 5  
C  H  
C 6  
C 4  
C 5  C  
C 6  0  
C 1 2  0 1  
D O N E  
S T O P  
4 - v i n y l p y r i d i n e  ' P R E P I N '  f i l e  f o r  u s e  i n  L E a P  a n d  P a r m c h k  
m o l e c u l e . r e s  
4 V P  I N T  0  
C O R R E C T  O M I T  D U  
0 . 0 0 0 0  
1  D U M M  D O  M  
. 0 0 0 Q O  
2  D D M M  D U  M  
. 0 0 0 0 0  
3  D U M N  D U  M  
. 0 0 0 0 0  
4  C B  c 2  M  
0 . 1 9 1 2 7  
5  H I 4  h a  E  
0 . 1 1 8 1 0  
6  H 1 5  h a  E  
0 , 1 1 5 1 3  
7  C 7  e e  M  
0 . 1 2 4 5 0  
8  R 1 3  h a  E  
0 . 1 2 7 1 4  
9  C 1  c a  M  
0 . 0 1 6 6 7  
1 0  C 2  c a  M  
0 . 2 3 8 7 5  
I 1  H 9  h a  E  
0 . 1 4 2 7 6  
1 2  C 6  c a  M  
0 . 3 9 2 9 6  
1 3  H I 2  h 4  E  
0 . 0 2 1 5 8  
1 4  N S  n b  M  
0 . 6 6 3 7 5  
1 5  C 4  c a  M  
0 . 3 9 2 1  1  
1 6  H I 1  h 4  E  
0 . 0 2 1 7 6  
1 7  C 3  c a  M  
0 . 2 3 9 3 0  
1 8  H I 0  h a  E  
0 . 1 4 2 6 9  
B E G  
0  - 1  - 2  
1  0  - 1  
2  1 0  
3 2 1 1  
4 3 2  
4 3 2  
4 3 2  
7  4  3  
7 4 3  
9 7 4  
1 0  9  7  
1 0  9  3  
1 2  1 0  9  
1 2  1 0  9  
1 4  1 2  L O  
1 5  1 4  1 2  
I 5  1 4  1 2  
1 7  1 5  1 4  
L O O P  
I M P R O P E R  
C 7  
H 1 4  
C 8  H 1 5  
C 8  
C 1  
C 7  H 1 3  
C 3  
C 2  
C 1  C 7  
C 6  
C 1  
C 2  H 9  
C 2  
H 1 2  
C 6  N 5  
C 3  
H I 1  
C 4  N 5  
C 4  
C 1  
C 3  H I 0  
D O N E  
S T O P  
Q  E n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  n o  r e s t r a i n t s  
m i n i m i s a t i o n  
& c n t r l  
i m i n = l ,  
n t c = l ,  n t b = l ,  
m a x c y c = 5 0 0 ,  n p r = 2 5 ,  
&  e n d  
E n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  r e s t r a i n t s  e . g .  D M F  o r  m e t h a n o l  o r  c h l o r o f o r m  
r e s t r a i n e d  
m i n i m i s a t i o n  
& c n t r l  
i m i n = l ,  
& e n d  
g r o u p  i n p u t  f o r  r e s t r a i n e d  D M F  a t o m s  
l o o .  a  
D M F B O X  1 0  
E N D  
E N D  
D I S A N G = R S T . d i s t  
m  E n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  r e s t r a i n t s ,  e . g .  c o m p l e x  
m i n i m i s a t i o n  
d c n t x l  
i m i n = l ,  
n t r = l ,  
n t c = l ,  
n t b = l ,  
r n a x c y c = 5 0 0 ,  n t p r = 2 5  
& e n d  
g r o u p  i n p u t  f o r  r e s t r a i n e d  c o m p l e x d m f  a t o m s  
1 0 0 . 0  
R E §  1  4 5  
E N D  
E N D  
I B U  1  
4 V P  2  
D i s t a n c e  r e s t r a i n t  f o r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o ~  e q u i l i b r a t i o n  
m d i n  f o r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  n o  r e s t r a i n t  
m i n i m i s a t i o n  r u n  
& c n t r l  
i m i n = l ,  
n t b = l ,  
n t c = l ,  
r n a x c y c = 5 0 0 ,  n t p s = 2 5  .  
& e n d  
D I S A N G = R S T . d i s t  
*  E q u i I i b r P n o n  o f  t h e  s y s t e m  p r e - M D  r u n ,  c o n s t a n t  v o l u m e  
M D  r u n  
& c n t r l  
i m i n = O ,  
n m r o p t = l ,  
n t x = l ,  
i w r a p = l , i r e s t = O ,  
t e m p i = O ,  
t e m p 0 = 3 0 0 ,  
t a u t p = 0 . 2 ,  
n t t = l ,  
n t b = l ,  
n t p = O ,  
n t s l i r n = 5 0 0 0 ,  
n t w e = 1 0 0 ,  
n t w x = 1 0 0 ,  
n t p r = Z S ,  
& e n d  
& w t  
t y p e = '  R E S T '  ,  
i s t e p l z l ,  
i s t e p 2 = 5 0 0 0 ,  
v a l u e l = l  
v a l u e 2 = 2  
& e n d  
& w t  t y p e  ' E N D '  & e n d  
L I S T I N = P O U T  
E q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  s y s t e m  p r e - M D  r u n ,  c o n s t a n t  p r e s s u r e  
M D  r u n  
~ l c n t r l  
i m i n = 0 ,  
n m r o p t = l ,  
n t x = 7 ,  
i w r a p = l ,  i r e s t = O ,  
t e m p 0 = 3 0 0 ,  
t a u t p = 0 . 2 ,  
n t t = l ,  
n t b = 2 ,  
n t p = l ,  t a u t p = O  . 0 5 ,  
n t c = 2 ,  n t f = 2 ,  
n t s L i m = 2 5 0 0 0 0 ,  
n t w e = 1 0 0 ,  
n t w x = 1 0 0 ,  
n t p r = 5 0 ,  
& e n d  
& w t  
t y p e = '  R E S T P  ,  
i s t e p l = l ,  
i s t e p 2 = 5 0 0 0 ,  
v a l u e l = l  
v a l u e 2 = 2  
& e n d  
N O T E :  1  
F o r  c P 2  a n d  c P 3  ' t a u p ' w a s  c h a n g e d  t o  0 . 5  a n  5  r e s p e c t i v e l y .  A f t e r  e n e r g y  
m i n i m i s a t i o n ,  c V 1 ,  c P 1 ,  c P 2  a n d  c P 3 ,  a  l o n g  e q u i l i b r a t i o n  r u n  c P 4  w a s  p e r f o r m e d .  
T h e  r u n s  c V 1 ,  c P 1 ,  c P 2  a n d  c P 3  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  5 0 0 0 0  s t e p s .  F o r  c P 4 ,  ' t a u p @  
w a s  c h a n g e d  t  1  a n d  ' n t s l i m '  t o  t h e  r e q u i r e d  r u n  t i m e  e . g .  2 5 0 0 0 0  s t e p s  ( 2 5 0 p s  w i t h  
0 . 0 0 1  p s  p e r  s t e p )  
E q u i l i b r a t i o n  r u n  w i t h  d i s t a n c e  r e s t r a i n t  
M D  r u n  
Q c n t r l  
i m i n = O , n m r o p t = l ,  
n t x = 7 ,  i w r a p = l ,  
i r e s t = l ,  t e r n p O = 3 0 0 ,  
t a u t p = O .  2 ,  n t t - 1 ,  
n t b = 2 ,  n t p = l , t a u p = 0 . 0 5 ,  
n t c = 2 ,  n t f = 2 ,  
n t s l i m = 2 5 0 0 0 0 ,  
n t w e = 1 0 0 ,  n t x w = 1 0 0 ,  n t p r = 2 5 ,  
& e n d  
& w t  
t y p e = '  R E S T f  
i s t e p l = l  
i s t e p 2 = 5 0 0 0 ,  
v a l u e l = l ,  
v a l u e 2 = l ,  
& e n d  
& w t  t y p e = ' E N D r  % &  e n d  
L I S T I N = P O U T  
L I S T O U T = P O U T  
D I S A N G = R S T . d i s t  
N o t e  2 :  
T h e  f i l e  ' R S T . d i s t '  h a s  t o  b e  d e f i n e d  w i t h  t h e  ' m d i n '  f i l e  
D i s t a n c e  r e s t r a i n t  b e t w e e n  t h e  I b u p r o f e n  a r o m a t i c  r i n g  a n d  t h e  4 - V P  r i n g  ( a t o m s  o f  a  
r i n g  d e f i n e d  a s  a  g r o u p )  
&  r s t  
& r s t  
i x p k = O ,  n x p k = O ,  i a t = 1 8 ,  2 4 ,  r l =  1 . 3 0 ,  
r 2 =  1 . 8 0 ,  r 3 =  3 . 0 0 ,  r 4 = 3 . 5 0 ,  
r k 2 =  2 0 . 0 ,  r k 3 =  2 0 . 0 ,  i r 6 =  1 ,  i a l t d =  
0  I  
& e n d  
& r s t  
i a t = O ,  0 , 0 , 0  
& e n d  
N o t e :  3  
' M a k e  D I S T - R S T '  g i v e s  t h e  d e f a u l t  v a l u e  o f  2 0 . 0  k c a l 1 m o l . A  f o r  r k 2  a n d  r k 3  ( i f  
r k 2 = 0  k c a l / m o l . A ,  t h e r e  w i l l  b e  n o  l o w e r  b o n d  b e t w e e n  t w o  a t o m s .  T h i s  i s  r e a s o n a b l e  
w i t h  m o l e c u l a r  m e c h a n i c s  r e f i n e m e n t  b e c a u s e  t h e  v a n  d e r  W a a l s  p a r a m e t e r s  i n  t h e  
f o r c e  f i e l d  w i l l  n o t  a l l o w  t w o  n o n - b o n d e d  a t o m s  t o  g e t  c l o s e r  t h a n  t h e y  s h o u l d  b e ) .  I n  
t h e  c o m m a n d  l i n e  I A T ( 1 )  t o  I A T ( 4 )  a r e  t h e  a t o m s  d e f i n i n g  t h e  r e s t r a i n t .  I f  I A T  ( 3 )  I  
0 ,  i t  i s  a  d i s t a n c e  r e s t r a i n t .  I f  I A T ( 4 )  1  0 ,  i t  i s  a n  a n g l e  r e s t r a i n t .  O t h e r w i s e  i t  i s  a  
t o r s i o n a l  r e s t r a i n t .  I f  a  d i s t a n c e  r e s t r a i n t  i s  c h o s e n ,  a n d  I A T ( 1 )  <  0 ,  t h e n  a  g r o u p  o f  
atoms is defined as well, and the co-ordinate averaged position of this group will be 
used in pIace of the co-ordinates of atom 1 [(WT I)]. Similarly if 1AT (2) < Q, a group 
of atoms will be defined below whose co-ordinate averaged position will be used in 
place of the co-ordinates Tor atom 2 [UAT 233. 
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